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1 Einleitung 
Eine wichtige Aufgabe der Niere besteht in der Elimination geladener Substanzen. 
Bei diesen Substanzen handelt es sich um Anionen oder Kationen, um körpereigene 
Abbauprodukte oder um von außen zugeführte Fremdstoffe, wie zum Beispiel 
Medikamente. Sie haben häufig sehr unterschiedliche chemische Strukturen und 
Eigenschaften, teilweise sind sie giftig und müssen daher schnell und effizient 
ausgeschieden werden. Zur Bewältigung dieser Aufgabe besitzt die Niere 
verschiedene Möglichkeiten. Eine davon ist die Ausscheidung durch tubuläre 
Sekretionsprozesse. Zu diesen zählen zwei sehr effiziente Transportsysteme: 
Eines für organische Anionen und ein anderes für organische Kationen. 
1.1 Historischer Überblick 
Renale Sekretionsprozesse sind schon seit über 100 Jahren fester Bestandteil 
medizinischer Forschung. Während der organische Anionentransporter bereits in der 
zweiten Hälfte des 19. Jahrhunderts erforscht wurde, blieb der organische 
Kationentransporter noch viele Jahre unentdeckt und wird erst seit rund 50 Jahren in 
der Literatur behandelt. 
1.1.1 Organischer Anionentransport: 
Die Beobachtung, daß bestimmte Stoffe außer durch glomeruläre Filtration auch 
durch tubuläre Sekretionsprozesse eliminiert werden können, wurde erstmalig 1874 
von Heidenhain (27) beschrieben. Dieser demonstrierte, daß Indigokarmin, ein 
gefärbtes organisches Anion, in den Zellen und im Lumen des proximalen Tubulus 
der Niere akkumuliert. Trotz dieser Entdeckung wurde die Existenz solcher 
Ausscheidungsmechanismen in der Niere in den folgenden Jahren kontrovers 
diskutiert. Erst mit Untersuchungen am Teleost-Fisch, dessen Nieren keine 
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Glomeruli, sondern ausschließlich ein Tubulussystem aufweist, konnte man fast 50 
Jahre später den Beweis der Existenz der tubulären Sekretion erbringen. Das 
Auftreten von Phenolrot, einem weiteren organischen Anion, im Urin dieses 
aglomerulären Fisches konnte folglich nur durch tubuläre Sekretion erklärt werden (36, 
56). Da das Tubulussystem dieses Fisches darüber hinaus in erster Linie aus 
proximalen Tubuli besteht, vermutete man hier den Ort der Anionensekretion. 
Weitere Untersuchungen an anderen Spezies bestätigten diese Schlußfolgerung (13, 
22, 35, 17) . Durch Untersuchungen an isolierten perfundierten Tubuli verschiedener 
Tierarten konnte man die Lokalisation der Anionensekretion noch weiter eingrenzen, 
und zwar auf den ersten Teil des geraden Abschnittes des proximalen Tubulus (78) . 
Dies trifft für die meisten untersuchten Säugetierarten zu. 
In den folgenden Jahren beschäftigte man sich mit der Frage, aus welchen 
Teilschritten die Sekretion organischer Anionen besteht. Ullrich et al. fanden 1988 
mindestens drei verschiedene Systeme, die den Transport organischer Anionen an 
der basolateralen Membran bewerkstelligen: Ein System für Sulfat und Oxalat, ein 
weiteres für Dikarboxylate und eines für PAH und ähnliche Stoffe (23, 69). Letzteres 
wird auch als klassischer Anionenaustauscher bezeichnet. Eine bemerkenswerte 
Eigenschaft ist seine extrem breite Substratspezifität. Über ihn werden endogene 
und exogene Substanzen mit teilweise sehr unterschiedlicher chemischer Struktur 
ausgeschieden. Dies sind in der Klinik häufig verwendete Medikamente, wie z.B. 
Penicillin, Furosemid oder Acetylsalicylsäure, körperfremde Substanzen, die als 
glukuronierte Konjugate ausgeschieden werden, oder endogene Metabolite. Die 
Affinität der Substrate zum Anionentransporter ist abhängig von Ladungsdichte, 
Anzahl und Position der Ladungen, und von der Lage und Größe hydrophober 
Regionen. Eine Substanz, welche die idealen Bedingungen erfüllt, um als Substrat 
am Anionenaustauscher akzeptiert zu werden, ist die para-Aminohippursäure (PAH). 
Diese Substanz wird durch glomeruläre Filtration und in großem Maße auch tubuläre 
Sekretion bereits bei der ersten Nierenpassage um über 90% aus dem Plasma 
eliminiert.  
In den letzten 20 Jahren konnte durch verschiedene Untersuchungsmethoden an 
unterschiedlichen Spezies ein Dreistufen-Modell zur Sekretion organischer Anionen 
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entwickelt werden (siehe 2.3). Demnach wird PAH über einen tertiär aktiven 
Transport in die Zelle geschleust. Angetrieben wird dieser Transportvorgang über 
einen in die Zelle gerichteten Natriumgradienten, der über eine Na/K-ATPase 
aufrechterhalten wird. Natriumionen gelangen entlang ihres Gradienten in die Zelle 
und transportieren gleichzeitig durch einen Na/Dicarboxylat-Kotransporter 
Glutaratmoleküle gegen ihren Gradienten von extra- nach intrazellulär. Die 
Glutaratmoleküle verlassen aufgrund ihres Gradienten die Zelle wieder und liefern 
damit die Energie für den PAH/Dicarboxylat-Antiporter, der PAH im Austausch gegen 
Glutarat in die Zelle transportiert. Dieses Modell hat bis heute Gültigkeit. 
In den letzten Jahren haben molekularbiologische Methoden immer mehr an 
Bedeutung gewonnen. Das Klonieren und die anschließende funktionelle Expression 
unterschiedlicher organischer Anionen- und Kationentransporter von einer Vielzahl 
von Spezies brachten neue Erkenntnisse über Transportmechanismen und 
Substratspezifität der jeweiligen Transportproteine (siehe 2.3). 
 
1.1.2 Organischer Kationentransport: 
In der Literatur wird die Beschreibung der tubulären Sekretion von organischen 
Kationen erstmalig 1947 erwähnt. In diesem Jahr veröffentlichten Sperber (62) und 
Rennick (49) Beobachtungen über die Sekretion organischer Kationen in vivo am 
Huhn, beziehungsweise am Hund. Daraufhin wurde der Nachweis der tubulären 
Sekretion für viele verschiedene Kationen, von denen die meisten ein quarternäres 
Stickstoffatom aufweisen, erbracht (19, 42, 50, 39). Der Ort der höchsten 
Kationenausscheidung wurde bei den Vertebraten ebenfalls im proximalen Tubulus 
beobachtet (50, 76). Zur Untersuchung zellulärer Mechanismen und tubulären 
Transportvorgängen wurden in erster Linie zwei Kationen verwendet, die als 
Modellsubstrate, vergleichbar dem PAH des Anionentransporters, dienten: Zum 
einen der Ganglienblocker Tetraethylammonium (TEA), zum anderen der endogene 
Metabolit N-methylnicotinamid (NMN), die über zwei verschiedene, voneinander 
unabhängige Carrier ausgeschieden werden (19). Kinsella postulierte 1979 aufgrund 
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seiner Untersuchungen ein Zweistufenmodell für die Sekretion organischer Kationen 
(31). Dabei gelangen die Kationen aufgrund des elektrochemischen Gradienten durch 
erleichterte Diffusion in die Tubuluszelle und treten auf der luminalen Seite durch 
einen Kationenaustauscher in das Ultrafiltrat über. Die Aufnahme durch erleichterte 
Diffusion an der basolateralen Membran wurde von Smith et al. durch gleichzeitige 
Messung der TEA-Aufnahme und des Membranpotentials bestätigt (59). Durch 
weiterführende Studien, vorwiegend an Membranvesikeln der basolateralen und 
luminalen Membran verschiedener Tierarten, ist man sich heute über ein Drei-
Komponenten-Modell der Sekretion organischer Kationen einig: Aufnahme der 
organischen Kationen an der basolateralen Membran durch erleichterte Diffusion 
über mindestens zwei verschiedene Transporter, intrazelluläre Akkumulation der 
Kationen durch Sequestration und schließlich Ausscheidung durch einen 
elektroneutralen Protonen/Kationen-Antiporter, der seine Energie aus dem 
Natriumgradienten durch einen zwischengeschalteten Natrium/Protonen-Antiporter 
bezieht (44). 
 
 
1.2 Zielsetzung: 
Ziel der Arbeit war die Charakterisierung des sogenannten klassischen 
Anionentransportsystems. Es wird im einzelnen untersucht, ob verschiedene 
Anionen und Kationen mit unterschiedlicher chemischer Struktur und Eigenschaften 
über diesen tubulären Sekretionsprozess ausgeschieden werden oder nicht. Von 
einigen dieser Substanzen ist bislang nur bekannt gewesen, daß sie an den 
Anionentransporter binden. Ob sie dagegen auch transportiert werden, blieb bisher 
unklar und ist Gegenstand dieser Arbeit. Bei den Substanzen handelt es sich im 
einzelnen um das Schleifendiuretikum Furosemid, das Thiaziddiuretikum 
Hydrochlorothiazid, das H2-Antihihistaminikum Cimetidin, das Steroidhormon  
11-Deoxycorticosteron und das Gallensalz Taurocholat. 
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2 Theoretische Grundlagen 
Zur Einführung in die Thematik werden die vielfältigen Aufgaben der Niere und ihre 
Mechanismen der Ausscheidung harnpflichtiger Substanzen kurz zusammengefaßt. 
Im Anschluß werden die unterschiedlichen Methoden zur Untersuchung tubulärer 
Sekretionsprozesse beschrieben und verglichen. In einem dritten Teil wird der 
klassische Anionentransporter charakterisiert. Dabei wird insbesondere auf die 
Substratspezifität und auf die strukturellen und funktionellen Eigenschaften dieses 
Transportproteins eingegangen. 
 
2.1 Aufgaben der Niere 
Die Aufgaben der Niere im Organismus sind sehr vielfältig. Eine ihrer Funktionen ist 
es, Endprodukte des Stoffwechsels und Fremdstoffe zu eliminieren, während 
gleichzeitig wertvolle Blutbestandteile konserviert werden müssen. Durch die 
Angleichung der H+ und HCO3--Ausscheidung an die Aufnahme dieser Ionen in den 
Körper beteiligt sich die Niere auch an der Regulation des Säure-Basen-Haushaltes. 
Sie hat außerdem noch wichtige Aufgaben im Stoffwechsel (z.B. Protein- und 
Peptidabbau, Glukoneogenese) und  ist Produktionsort von Hormonen 
(Erythropoetin,   Angiotensin II, Kalzitriol, Prostaglandine). Ihre wichtigste Aufgabe ist 
jedoch die Regulation der Salz- und Wasserausscheidung, damit das Volumen und 
die Osmolalität des Extrazellulärraumes konstant gehalten werden. 
Zur Erfüllung dieser Aufgaben erhalten die Nieren rund ein Viertel des 
Herzminutenvolumens (d.h. 1200-1500 ml/min), das ihnen über die Renalarterien 
zugeführt wird. 
Die funktionelle Einheit der Niere ist das Nephron, wovon der Mensch rund 
1,2 Millionen/Niere besitzt. Am Beginn des Nephrons wird das Blut gefiltert. Proteine 
und Zellen werden zurückgehalten, sofern sie eine bestimmte Größe nicht 
unterschreiten. Stoffe mit einer Molekülmasse von <15.000 Dalton werden frei filtriert, 
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während Moleküle zwischen 15.000 und 80.000 Dalton nur teilweise filtrierbar sind. 
Bei ihnen hängt die Filtration davon ab, ob sie negative Teilladungen besitzen. 
Negativ geladene Teilchen (z.B. Albumin) passieren die Kapillarwände in geringerem 
Ausmaß, als neutrale Substanzen. Stoffe, die größer als 80.000 Dalton sind 
(Globuline), werden in der Regel nicht mehr filtriert. Das filtrierte Wasser mit allen 
sonstigen gelösten Stoffen gelangt in den Tubulus. Von dort wird der größte Teil 
dieses Filtrates wieder durch die Tubuluswand zurück ins Blut transportiert 
(Reabsorption). Der Rest wird mit dem Urin ausgeschieden. Einige Urinbestandteile 
werden von den Tubuluszellen direkt in das Lumen sezerniert. Somit beruht die 
Harnproduktion und Ausscheidung von Stoffen auf drei verschiedenen 
Mechanismen: 
1. glomeruläre Filtration 
2. tubuläre Resorption 
3. tubuläre Sekretion 
 
In der vorliegenden Arbeit wird der Mechanismus der tubulären Sekretion genauer 
untersucht. 
 
2.2 Experimentelle Modelle zur Untersuchung tubulärer Transportprozesse 
Zur Untersuchung des Anionentransporters gibt es verschiedene in vivo- und in vitro- 
Methoden. 
2.2.1 In vivo-Methoden: 
Clearance-Untersuchungen: 
Mit Hilfe dieser Methode läßt sich über die Bestimmung der drei Meßparameter: 
• Urinkonzentration der Testsubstanz 
• Plasmakonzentration der Testsubstanz 
• Harnzeitvolumen 
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bestimmen, ob und in welchem Umfang eine Testsubstanz über die Nieren 
ausgeschieden wird. Leider läßt sich bei dieser Methode nur die Nettosekretion einer 
Testsubstanz messen. Über die einzelnen Transportschritte können nur 
Vermutungen geäußert werden. Zudem haben viele organische Kationen und 
Anionen einen nicht unerheblichen Effekt auf das kardiovaskuläre System, was die 
Untersuchungen erschwert. Auch ist es schwierig, das Sättigungsverhalten der 
Transporter zu bestimmen, da dies sehr hohe Plasmakonzentrationen der 
Testsubstanz voraussetzen würde. 
Die Clearance kann auch auf dem Organlevel an einer isolierten perfundierten Niere 
der Ratte untersucht werden. Der entscheidende Vorteil dieser Technik ist, daß die 
Versuche kontrolliert, ohne äußere Einflüsse oder extrarenalen Metabolismus, 
ablaufen können. Jedoch erreicht man mit dieser Technik nicht die hohe 
Perfusionsgeschwindigkeit, die man in vivo beobachtet. Aus diesem Grund liegt die 
Nettoausscheidung der untersuchten Substanzen häufig unter den Werten, die man 
am lebenden Tier beobachtet. 
 
Mikropunktion (Mikroperfusion, Stop-flow-Technik): 
Es wird ein Blutgefäß der Niere punktiert und eine isotonische Lösung mit radioaktiv 
markiertem Inulin (Marker des Extrazellulärraumes) und einer radioaktiven 
Testsubstanz infundiert. Etwa 100 µm von dieser Punktionsstelle entfernt, wird das 
Blutgefäß mit einer zweiten Mikropipette punktiert und nach ca. 3 sec wieder 
herausgezogen. Dann wird der Anteil der aus dem Blut verschwundenen 
Testsubstanz im Verhältnis zum Inulin bestimmt und daraus die Sekretion berechnet. 
Der Nachteil dieser Methode ist, daß nur die superfiziellen Nephronabschnitte 
erreicht werden können. 
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2.2.2 In vitro-Methoden 
Nierenrindenscheiben: 
Die Scheibchen werden in physiologischen Lösungen, welche radiomarkierte 
Testsubstanzen enthalten, inkubiert. Nach einer bestimmten Zeitspanne kann die 
Menge der aufgenommenen Testsubstanz bestimmt werden. Bei dieser Methode, die 
keine aufwendige Präparation erfordert, kann jedoch nicht die Transportleistung einer 
homogenen Zellpopulation bestimmt werden. 
 
Isolierte Membranvesikel: 
Sowohl von der basolateralen als auch von der apikalen Membran lassen sich durch 
spezielle Techniken isolierte Membranvesikel gewinnen. Diese eignen sich in erster 
Linie, um die molekularen Mechanismen des Transportes zu untersuchen. Es ist 
möglich, Untersuchungen zur Substratspezifität, hemmende oder stimulierende 
Einflüsse und die Kinetik des Transportes an jeder Membran separat zu 
untersuchen. Die Isolation von Membranvesikeln gestaltet sich jedoch schwierig, und 
die Möglichkeit der Vertauschung von basolateraler und apikaler Membran oder die 
Kontamination durch Membranen anderer Zelltypen kann nicht ausgeschlossen 
werden. 
 
Zellkulturen: 
Hierbei wird eine Primärkultur mit Epithelzellen, meist aus Teleost-Fischen, auf einer 
permeablen Kollagenmatrix angelegt. Wenn die Zellen einen geschlossenen 
Verbund bilden (Monolayer), liegt die basolaterale Membran der Zellen der 
Kollagenmatrix an, während die apikale Membran mit dem Kulturmedium in 
Verbindung steht. An diesem Monolayer können dann elektrochemische und 
radiochemische Versuche durchgeführt werden, wobei man die Testsubstanzen von 
beiden Seiten her applizieren kann. Eine Zellinie mit den Charakteristika der 
proximalen Tubuluszellen ist z.B. LLC-PK1. Bei diesen Zellen wurde jedoch eine 
Dedifferentiation in der Form, daß der organische Anionentransporter nicht mehr 
vorhanden war, beobachtet. 
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Molekulargenetische Methoden: 
Xenopus laevis Oozyten wird eine renale mRNA injiziert, die dann zur Exprimierung 
des zu untersuchenden Transporters in der Zellmembran führt. Diese Methode dient 
in erster Linie der Entschlüsselung der molekularen Struktur der Transporter. Über 
die Bestimmung der Aminosäurensequenz kann man Aussagen treffen über Anzahl 
und Länge der Transmembrandomänen, mögliche Substratbindungsstellen oder 
Positionen im Protein an denen Kinasen phosphoryliert werden können. Zudem sind 
Untersuchungen zur Substratspezifität, Kinetik oder zum Countertransport möglich, 
wenn die Transmembranproteine exprimiert sind. 
 
Isoliert perfundierte und nicht perfundierte Tubuli: 
Aus den Nieren frisch geschlachteter Tiere werden durch Mikropräparation einzelne 
Tubuli entnommen. Diese werden bei den Perfusionsversuchen an beide Enden 
einer Mikropipette angeschlossen und mit einer Perfusionslösung durchspült. Diese 
Lösung enthält den zu untersuchenden Stoff in radioaktiv markierter Form. Es wird 
die Konzentration vor und nach der Perfusion bestimmt und aus dem 
Konzentrationsunterschied die Absorption der Substanz berechnet. Um den 
Mechanismus der tubulären Sekretion zu untersuchen, werden die Tubuli in ein 
Medium inkubiert, das die zu untersuchende Testsubstanz enthält, während die 
Tubuli mit einer Lösung durchspült werden, die frei von dieser Testsubstanz ist. Aus 
der Flußrate und der Konzentration in dem Medium bzw. in der Perfusionslösung 
kann dann die Sekretionsrate errechnet werden. 
 
Bei Versuchen an nicht perfundierten Tubuli inkubiert man diese in einer 
physiologischen Lösung zusammen mit dem radioaktiv markierten Substrat. Nach 
einer bestimmten Zeit werden die Tubuli entnommen und die aufgenommene 
Radioaktivität bestimmt. Da das Lumen der Tubuli kollabiert ist, muß die Aufnahme 
des Substrates über die basolaterale Membran erfolgt sein. Ein Nachteil dieser 
Methode ist, daß die radioaktiv markierten Substrate, die für diese Versuche von 
Interesse sind, teilweise intrazellulär rasch metabolisiert werden, bzw. radioaktiv 
markiert gar nicht zur Verfügung stehen. Man kann dieses Problem jedoch umgehen, 
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indem man die Tubuli mit radioaktiv markierten 14C-Glutarat inkubiert. Dieses 
Konstitutionsisomer des physiologischen α-Ketoglutarates wird von der Zelle nicht 
metabolisiert. Die Tubuli nehmen das Glutarat durch ihren Na/Dicarboxylat-
Transporter in großen Mengen auf. Da man weiß, daß die organische Säure PAH im 
Austausch gegen Glutarat in die Tubuluszelle aufgenommen wird, kann man 
vermuten, daß auch andere organische Säuren über diesen Mechanismus sezerniert 
werden. Bietet man den mit 14C-Glutarat vorbeladenen Zellen nun verschiedene 
organische Anionen oder Kationen an, so kann durch die Bestimmung der 
intrazellulären Abnahme des 14C-Glutarates ermittelt werden, ob und in welcher 
Menge das Substrat im Austausch gegen Glutarat in die Zelle befördert wird. 
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2.3 Darstellung des Anionentransporters 
Die Sekretion organischer Anionen und Kationen ist nur im proximalen Tubulus 
möglich(36, 56, 13, 22, 35, 17). Am höchsten ist die Sekretionsrate in den S2-Segmenten, 
was auf eine höhere Dichte an Transportproteinen zurückzuführen ist. (78). Dies 
konnte kürzlich auch durch immunhistochemische Untersuchungen bestätigt werden 
(30, 66). 
In Abb. 2.3.1 läßt sich ablesen, wie groß die Bedeutung des Transporters für die 
Ausscheidung organischer Anionen, in diesem Falle des PAH, ist. 
 
Abb. 2.3.1: Filtrations-, Sekretions- und Ausscheidungsrate von PAH in Abhängigkeit von 
der PAH-Konzentration des Blutes. (nach Pitts (43)) 
 
 
Es zeigt sich, daß bei einer niedrigen PAH-Konzentration im Blutplasma, von weniger 
als 0,3 mmol/l, die tubuläre Sekretion für den Hauptteil der PAH-Ausscheidung 
verantwortlich ist. Bei einer Konzentration unter 0,05 mmol/l werden sogar 80% der 
ausgeschiedenen PAH über den Weg der tubulären Sekretion ausgeschieden (43). 
Bis zu einer Plasmakonzentration von 0,3 mmol/l steigen Filtrations-, Sekretions- und 
Ausscheidungsrate proportional an. Ab einer Konzentration von 0,5 mmol/l wird die 
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Sekretionsrate von PAH konstant und unabhängig von der Plasmakonzentration. 
Dieses Sättigungsverhalten spricht für einen Carrier-vermittelten Transport (43). 
 
 
2.3.1 Entwicklung des Anionentransporter-Modells 
Der erste Schritt in der Sekretion organischer Anionen besteht in der Aufnahme des 
Substrates über die basolaterale Membran des proximalen Tubulus. Da organische 
Anionen negativ geladen sind und das elektrische Potential der proximalen 
Tubuluszelle gegenüber dem peritubulären Plasma ebenfalls einen negativen Wert 
aufweist, handelt es sich bei der Aufnahme organischer Säuren über die basolaterale 
Membran um einen energieverbrauchenden Prozess. Die Energie für den Eintritt 
organischer Anionen bezieht der organische Anionentransporter (OAT) von einem in 
die Zelle gerichteten Na-Gradienten. Na-Entzug hemmt die Aufnahme von PAH, was 
an isolierten perfundierten Tubuli der Schlange nachgewiesen wurde (18 ). Auch an 
Säugern konnte gezeigt werden, daß sowohl Na-Entzug als auch Hemmung der 
NA/K-ATPase in einem verminderten Transport organischer Anionen resultiert (47, 45, 
77). Eine direkte Koppelung der PAH-Aufnahme an den Na-Gradienten besteht jedoch 
nicht (47, 45, 9). Stattdessen ist der Transport organischer Säuren indirekt durch zwei 
voneinander unabhängige Carrier an den Na-Gradienten gekoppelt (47, 46, 57). Ein 
großer in die Zelle gerichteter Na-Gradient alleine führt nur zu einer geringen 
Aufnahme von PAH in die Zelle (46, 57). Wird in das Inkubationsmedium Glutarat 
gegeben, so kommt es zu einer bis zu 20fachen Stimulation der PAH-Aufnahme, wie 
an basolateralen Membranvesikeln der Ratte gezeigt werden konnte (46). Dieser 
Effekt bleibt in Abwesenheit eines nach innen gerichteten Na-Gradienten aus. Zudem 
ist dieser Transportschritt hochspezifisch, und nur die Dicarboxylate Glutarat, α-
Ketoglutarat und Suberat können die PAH-Aufnahme stimulieren (46, 57). Desweiteren 
konnte gezeigt werden, daß Lithium und Fumarat, zwei Hemmstoffe des 
Na/Dicarboxylattransporters (11), neben der hemmenden Wirkung auf die 
Glutarataufnahme auch gleichzeitig die stimulierende Wirkung des Glutarates auf die 
PAH-Aufnahme blockieren können. Schließlich konnte die Notwendigkeit eines Na-
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Gradienten für die PAH-Aufnahme durch Vorbeladung der Membranvesikel mit 
Glutarat umgangen werden (46, 57) . Diese Beobachtungen sprechen für einen 
Antiport, der PAH im Austausch gegen Glutarat in die Zelle transportiert. Dieser 
Austausch konnte durch Probenecid, einen kompetitiven Inhibitor des PAH, gehemmt 
werden, nicht aber durch Lithium oder Fumarat, deren inhibitorische Wirkung sich auf 
den Na/Dicarboxylat-Transporter beschränkt. 
Diese Erkenntnisse wurden durch ähnliche Beobachtungen an einem Nicht-Säuger, 
dem Krebs Cancer borealis bestätigt. Smith et al. fand in dieser Spezies sowohl 
einen Na/Glutarat-Kotransporter als auch einen Glutarat/PAH-Austauscher (58). 
Auch hier konnte die stimulierende Wirkung von Glutarat auf die PAH-Aufnahme 
durch Zugabe von Lithium rückgängig gemacht werden. 
An isolierten nicht perfundierten Tubuli des Kaninchens wurde ebenfalls beobachtet, 
daß das Vorbeladen der S2-Segmente mit Glutarat zu einer signifikanten Stimulation 
der PAH-Aufnahme führte (52). 
Eine japanische Arbeitsgruppe konnte kürzlich durch Versuche an Xenopus laevis 
Oozyten die Existenz eines Dicarboxylat/PAH-Austauschers bestätigen (1). Der Efflux 
von radioaktiv markiertem Glutarat aus den Oozyten, welche den klassischen 
Anionentransporter (OAT1) exprimierten, konnte durch Zugabe von PAH in das 
Inkubationsmedium, deutlich stimuliert werden. 
 
 
Zusammenfassend lassen diese Beobachtungen den Schluß zu, daß folgende 
Komponenten an dem Transport organischer Anionen an der basolateralen Membran 
beteiligt sind: 
 
1. Ein Na/Glutarat-Kotransport 
2. Ein PAH/Glutarat Austausch 
3. Ein Na-abhängiger, durch Glutarat stimulierbarer und durch Lithium gehemmter 
PAH-Transport in die Zelle. 
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Aus diesen Erkenntnissen läßt sich ein Modell des Anionentransporters entwickeln, 
bei dem PAH im Austausch gegen ein Dicarboxylat, in der Regel Glutarat oder α-
Ketoglutarat, in die Zelle befördert wird. Das Dicarboxylat wandert hierbei entlang 
seines Gradienten und stellt die notwendige Energie für den bergauf-Transport des 
PAH in die Zelle bereit. Durch einen Na/Dicarboxylat-Kotransport wird Glutarat gegen 
seinen Gradienten in die Zelle befördert. Dieser Transport wird durch einen Na-
Gradienten angetrieben, der seinerseits durch die Na/K-ATPase aufrechterhalten 
wird. Somit handelt es sich bei dem klassischen Anionentransporter um einen tertiär 
aktiven Transport, bei dem die Aufnahme organischer Anionen in die Zelle an die 
ATP-Hydrolyse durch zwei zwischengeschaltete Schritte gekoppelt ist, wie in  
Abb. 2.3.1 graphisch dargestellt. 
 
 - 60 mV
ATPase
NA +
NA+
K +
α−Ketoglutarat
Glutarat
α−Ketoglutarat
Glutarat
OA-
Blut Lumen
BBMBLM
OAT1
 
Abb 2.3.1: Schematisches Diagramm des organischen Anionetransporters (OAT1) 
  BLM -  Basolaterale Membran 
  BBM -  Brush Border Membrane (Bürstensaummembran) 
  OA- -  Organische Anionen 
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2.3.2 Substratspezifität des Anionentransporters 
Eine bemerkenswerte Eigenschaft des Anionentransporters ist seine breite 
Substratspezifität. Verschiedene Autoren konnten eine große Anzahl chemisch nicht 
verwandter Gruppen von Anionen identifizieren, die als Substrate am 
Anionenaustauscher akzeptiert werden, darunter viele unterschiedliche Medikamente 
(Penicillin, Furosemid, Ethacrynsäure, ASS), Aminosäuren, Sulfate, glukuronidierte 
Konjugate und endogene Metabolite (40, 51, 77, 76). Erst kürzlich gelang der Nachweis 
der Translokation von Acetylsalicylsäure, Salizylsäure und Ibuprofen, indem man 
diese Stoffe radioaktiv markiert und anschließend intrazellulär nachgewiesen hat (1). 
Ebenso konnte in elektrophysiologischen Studien der Nachweis der Translokation für 
die Diuretika Bumetanid, Ethacrynsäure und Tienilinsäure erbracht werden (7). Die 
große Anzahl strukturell zum Teil sehr unterschiedlicher Substanzen wirft die Frage 
auf, welche chemischen oder strukturellen Eigenschaften ein Stoff erfüllen muß, um 
als Substrat am Anionenaustauscher akzeptiert zu werden. Ullrich et al. (71) benutzte 
die Technik der in-situ-Mikroperfusion an isolierten perfundierten Tubuli der Ratte, 
um dieser Frage nachzugehen. An einer großen Anzahl unterschiedlicher 
organischer Anionen untersuchte er systematisch den Zusammenhang zwischen 
chemischer Struktur und der Fähigkeit eines Substrates, die PAH-Aufnahme in die 
Zelle zu hemmen, was als Maß für die Affinität zum Anionentransporter anzusehen 
ist. Die Ergebnisse der Untersuchungen sind hier kurz zusammengefaßt: 
1. Die Affinität eines Substrates zum PAH-Transporter ist zum einen abhängig von 
Ladungsdichte, Anzahl und Position der Ladungen und zum anderen von der 
Lage und Größe hydrophober Regionen. 
2. Der PAH-Transporter bindet auch Substrate, die nicht ionisiert werden können, 
wie zum Beispiel Steroidhormone. Bei ionisierbaren Substraten dagegen spielt 
der Grad der Ionisation keine Rolle für die Bindung. 
3. Seitengruppen, die als Elektronenakzeptoren dienen (CL, Br, NO2), verstärken die 
Affinität zum Transporter. 
4. Wasserstoffbrückenbindungen begünstigen die Interaktion des Substrates mit 
dem Transporter. 
2  Theoretische Grundlagen 
 16
5. Bei den meisten Substraten reicht eine negative Ladung oder Partialladung und 
zusätzlich eine hydrophobe Region für die Bindung an den PAH-Transporter aus. 
 
Darüber hinaus zeigen die Untersuchungen, daß die idealen strukturellen 
Voraussetzungen, die ein Substrat des Anionentransporters erfüllen muß, folgende 
sind: Zwei negative Ladungen im Abstand von 6-7 Å und eine hydrophobe Region 
mit einer optimalen Länge von 8-10 Å (71) . Diese Voraussetzungen werden von PAH 
erfüllt (71). In einer Serie verschiedener Testmoleküle stieg die Affinität zum PAH-
Transporter, je mehr sich der Abstand zweier Partialladungen eines Testmoleküls 
dem Abstand von 6-7 Å näherte. Ein Nachteil dieser Untersuchungstechnik ist, daß 
lediglich die inhibitorische Potenz der Substrate, also die Bindung an den 
Anionentransporter, gemessen wird. Ob sie auch tatsächlich transportiert werden, 
kann durch die in-situ-Mikroperfusion, in der von Ullrich durchgeführten Form, nicht 
geklärt werden. 
Durch Untersuchungen an isolierten, nicht perfundierten Tubuli wurde kürzlich eine 
inverse Beziehung zwischen der Affinität und der Transportrate eines Substrates 
beobachtet (25): Je stärker ein Substrat an den Anionenaustauscher bindet, desto 
geringer ist seine Transportrate und umgekehrt. Eine Erklärung für diese 
Beobachtung könnte sein, daß ein potenter Inhibitor des PAH-Transporters mehr 
hydrophobe Wechselwirkungen zum Transportprotein besitzt, also eine festere 
Bindung eingeht und folglich auch langsamer dissoziiert, was wiederum die 
Transportrate dieses Substrates reduziert (siehe auch 5.2). 
 
 
 
2.3.3 Strukturelle und funktionelle Eigenschaften des Anionentransporters 
In den letzten Jahren konnten immer mehr renale Transporter für organische 
Anionen und Kationen der verschiedenen Spezies, vor allen Dingen von Flunder, 
Maus, Ratte und Mensch, geklont werden. Die Entschlüsselung der 
Aminosäuresequenzen lieferte Auskünfte über die molekulare Struktur und die 
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chemischen und substratspezifischen Eigenschaften der Anionentransporter der 
jeweiligen Spezies. Neben dem klassischen organischen Anionentransporter (OAT1) 
konnten noch zwei weitere Isoformen, OAT2 und OAT3 erfolgreich exprimiert 
werden. OAT1 von Flunder, Maus, Ratte und Mensch ist zwischen 546 und 562 
Aminosäuren lang und besitzt 12 Transmembrandomänen, wie in Abb. 2.3.3 
dargestellt (7). 
 
 
Abb. 2.3.3:  Modell des Organischen Anionentransporters (OAT1) der Ratte. 
Die schraffierte Fläche stellt die Plasmamembran dar.  
Jeder Kreis steht für eine Aminosäure.  
- Asparaginsäure oder Glutaminsäure 
+ Lysin oder Arginin 
x Wasserstoffrest 
! Positiv geladene Aminosäuren, die an gleicher Stelle in allen 
bisher identifizierten OATs vorkommen 
Y potentielle N-Glykosylierungsbindungsstellen 
(nach Burckhardt und Wolff, 2000 (7) ) 
 
 
Zwischen der ersten und zweiten Transmembrandomäne befindet sich eine lange 
hydrophile Schleife. Da diese Schleife zwei bis sechs potentielle N-
Glycosylierungsbindungsstellen besitzt, ist sie höchstwahrscheinlich auf der 
2  Theoretische Grundlagen 
 18
extrazellulären Seite der Plasmamembran lokalisiert. In allen OATs wurden zwei 
oder mehr Bindungsstellen für die Proteinkinase C (PKC) beschrieben. Der PAH-
Transport wurde bei Behandlung mit Phorbolestern, den künstlichen Aktivatoren der 
PKC, gehemmt. Staurosporin konnte diesen hemmenden Effekt aufheben (65) . In 
einer anderen Studie an isolierten nicht perfundierten Tubuli des Kaninchens wurde 
eine erhöhte PAH-Aufnahme nach Behandlung mit Aktivatoren der PKC beobachtet, 
während die Applikation von Aktivatoren der Protein Kinase A (PKA) den 
gegenteiligen Effekt auslöste (29, 63). Der Grund dieser widersprüchlichen Ergebnisse 
ist noch nicht geklärt, die Ergebnisse lassen jedoch zumindest auf eine 
regulatorische Funktion der PKC und der PKA auf den PAH-Transporter schließen. 
Demgegenüber scheint weder die PKC noch die PKA eine regulatorische Funktion 
auf den NA/Dicarboxylat-Transporter auszuüben (52). 
 
Vergleicht man die Aminosäurensequenz des OAT1 der unterschiedlichen Spezies 
miteinander, so kann man durch die Bestimmung des Verwandtschaftsgrades der 
Anionentransporter vermuten, in welchem Maße die Ergebnisse aus den 
Tierversuchen auf den Menschen übertragbar sind. Der renale PAH-Transporter der 
Ratte wurde unabhängig voneinander in zwei verschiedenen Labors geklont und 
entschlüsselt (OAT1 (54) und ROAT1 (64)). Er zeigt mit dem OAT1 der Maus (mOAT1) 
zu 96% und mit dem des Menschen (hOAT1) zu 91% Übereinstimmung in der 
Aminosäurensequenz (7). Einen geringeren Verwandtschaftsgrad wies der 
Anionenaustauscher der Flunder (fOAT1) auf, der mit der Aminosäurensequenz des 
OAT von Ratte, Maus und Mensch nur zu 57-58% übereinstimmte. Über den 
Verwandtschaftsgrad des Anionentransporters von Kaninchen und Mensch liegen 
zur Zeit noch keine Daten vor. Bei allen Untersuchungen muß aus diesem Grund 
berücksichtigt werden, daß die Substratspezifität der jeweiligen Anionentransporter 
von Spezies zu Spezies differieren kann. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Vorbemerkung 
Die Untersuchungen werden an isolierten, nicht perfundierten Tubuli von weißen, 
männlichen Neuseeland-Kaninchen durchgeführt. Diese Methode wurde erstmalig 
1966 von Burg (12) beschrieben und ist seitdem als Untersuchungsmethode zur 
Erforschung tubulärer Transportvorgänge von zahlreichen Autoren modifiziert 
worden. 
Besonders die S2-Segmente des proximalen Tubulus weisen eine hohe Dichte an 
Transportproteinen des klassischen Anionentransporters in ihrer basolateralen 
Membran auf. Dies wurde zum einen durch funktionelle Experimente an den drei 
verschiedenen Abschnitten des proximalen Tubulus, wie in Abbildung 3.1 gezeigt, als 
auch durch molekularbiologische Untersuchungen von Sekine (54) und Sweet (64) 
bestätigt. Letztere haben unabhängig voneinander durch Klonierung und Isolierung 
des Transportproteins OAT1 und ROAT1 der Ratte dieses als den ausschließlich in 
der basolateralen Membran des S2-Segmentes der proximalen Tubulus 
vorkommenden Organischen Anionen Transporter 1 identifiziert. Aus diesem Grund 
werden ausschließlich Tubuli aus diesem Segment für die Untersuchungen 
verwendet. 
Die Tubuli werden nach dem Verfahren von Woodhall (78) in einer gekühlten 
Inkubationslösung durch Mikrodissektion ohne Verwendung von Kollagenase isoliert 
und anschließend in eine beheizte, mit Carbogen begaste Plexiglaskammer 
transferiert. In dieser Kammer befindet sich neben der Inkubationslösung radioaktiv 
markiertes Glutarat, das die Tubuli über ihren Dicarboxylattransporter aufnehmen. 
Nach einer definierten Zeit wird ein Teil der Tubuli, die Probengruppe, für 30 oder 60 
sec in eine weitere beheizte und begaste Kammer, welche die zu untersuchenden 
Substanzen enthält, überführt. Diese Substanzen stimulieren, sofern sie über diesen  
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Abb. 3.1: PAH-Sekretion der verschiedenen Abschnitte des proximalen Tubulus. 
Die Paraaminohippursäure wird genau wie Glutarat über den klassischen 
Anionentransporter ausgeschieden. Die Sekretion im S2-Segment ist bis zu 
7fach höher als in den anderen Segmenten. Zudem wird deutlich, daß es sich 
um einen aktiven Transport handeln muß, denn die PAH-Sekretion läßt sich 
durch Ouabain, dem klassischen Hemmstoff der Na+/K+-ATPase hemmen. 
(Nach WOODHALL 1978 (78)) 
 
 
Transportmechanismus eliminiert werden, den Efflux des radioaktiven Glutarates aus 
dem Zellinneren. Da der Transport von Glutarat aus der Zelle an den Transport der 
untersuchten Substanz gekoppelt ist, steht der Glutarat-Efflux in einem direkten 
Verhältnis zur Transportrate der untersuchten Substanz. Der Glutarat-Efflux wird 
durch Bestimmung der Abnahme der Akkumulationsfaktoren (siehe 3.3) ermittelt. Die 
Akkumulationsfaktoren stellen das Verhältnis der intrazellulären zur extrazellulären 
Glutaratkonzentration dar. Somit dient die Abnahme der Akkumulationsfaktoren als 
Messparameter für die Transportrate der Testsubstanzen. 
Nach Entnahme der völlig kollabierten Tubuli werden diese gespült, in Salpetersäure 
denaturiert und in Szintillationsflüsigkeit enthaltenden Gefäßen über Nacht auf 10° C 
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gekühlt, bevor mittels eines Flüssigkeitsszintillationszählers die 
Akkumulationsfaktoren durch Messung der Radioaktivität ermittelt werden. 
Da die Glutarat-Transportrate individuellen Schwankungen der einzelnen Tiere 
unterliegt, werden an den gewonnenen Tubuli neben der Wirkung der jeweiligen 
Testsubstanzen in jedem Versuch auch Kontrollmessungen durchgeführt. 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Schematische Darstellung der drei Segmente des proximalen Tubulus. 
S1 reicht vom Glomerulum bis zur Hälfte des proximalen Konvolutes, S2 
erstreckt sich bis zum ersten Drittel der Pars recta und S3 endet an der Henle-
Schleife. (nach Woodhall 1978 (78) und Kriz 1988 (32) ) 
S1 S2
S3
1-Glomerulum
2-proximaler Tubulus
3-Henle-Schleife
4-distaler Tubulus
Die Segmente des proximalen Tubulus
S1: Beginn bis Mitte des proximalen Konvoluts.
S2: Mitte des proximalen Konvoluts bis erstes
      Drittel der Pars recta.
S3: Erstes Drittel der Pars recta bis Henle-
      Schleife.
1
2
3
4
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3.2 Isolierung nicht perfundierter S2-Segmente des proximalen Tubulus 
3.2.1 Versuchstierauswahl 
Die Versuche wurden an insgesamt rund 1300 Tubuli von 172 weißen 
Neuseelandkaninchen (Firma Krieg, Niederwünsch) durchgeführt. In früheren 
Studien konnten von dieser Rasse bereits erfolgreich proximale Tubuli isoliert 
werden (12, 53, 78). Die Isolation gelingt an Kaninchennieren im Gegensatz zu anderen 
Tierarten (wie z.B. Ratte oder Hund) ohne Verwendung von Kollagenase, die eine 
anschließende Differenzierung der einzelnen Tubulusabschnitte unmöglich machen 
würde. 
Die Versuchstiere haben ein Lebendgewicht zwischen 2,0 und 2,5 kg. Diese 
Einschränkung wird vorgenommen, da bei Ratten eine altersabhängige 
Enzymausstattung der Niere nachgewiesen wurde, die zu Unterschieden beim 
carrierabhängigen Transport von Anionen führen kann (75). Desweiteren werden nur 
männliche Kaninchen verwendet, da auch geschlechtsspezifische Unterschiede zu 
unterschiedlichen Transportraten der Carrier führen können. Dies wurde an Ratten 
und Mäusen, die einen geschlechtsabhängigen Gehalt an Enzymen in der Niere 
aufweisen, gezeigt (20, 21) . 
Alle Kaninchen werden vor der Organentnahme mindestens einen Tag lang in der 
tierexperimentellen Einrichtung des Klinikums Aachens gehalten. 
3.2.2 Versuchsaufbau 
Die Inkubationskammer (Abb. 3.3) ist eine 6 x 8 cm große und 0,5 cm dicke 
Plexiglasscheibe mit Deckel. Sie hat zwei nebeneinander liegende, länglich-ovale, 
1,7 x 0,5 x 0,4 cm große Aussparungen mit einem Volumen von ca. 340 µl. Diese 
bilden die rechte und die linke Inkubationskammer. Der Boden dieser Becken besteht 
aus einer Glasplatte, die eine genaue Identifizierung und Vermessung der Tubuli 
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durch ein Invertmikroskop, auf dessen Objekttisch sich die Kammer befindet, 
ermöglicht. Um beide Kammerbecken ist eine Heizspirale aus Platiniridium in die 
Plexiglasplatte eingelassen, die durch eine Regeleinheit (Proportional Temperatur 
Controller Model 72, Yellow Springs Instruments CA, Yellow Springs, Ohio) den 
Kammerinhalt auf 37°C konstant hält. Ein Temperaturfühler, der mit dem Heizgerät in 
Verbindung steht, kann durch eine Aussparung im Kammerdeckel in die Inkubations- 
 
Plexiglasblock zur 
Deckelbefestigung
Inkubationskammern
Führung des
Temperaturfühlers
Heizspirale
Anschluss an Heizgerät
Öffnung für Begasungsdüse
Aussparung für
Temperaturfühler
 
Abb. 3.3: Inkubationskammer mit Deckel 
 
 
kammer gelegt werden. Der Deckel verringert die Verdunstung auf ein Minimum und 
ermöglicht eine Begasung des Kammerinhaltes während des gesamten 
Versuchablaufes. An der kurzen Seite der Abdeckung befindet sich jeweils eine 
Öffnung für die Begasung mit Carbogen. Dies hält zum einen den pH-Wert konstant, 
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zum anderen kommt es zu einer besseren Durchmischung der Lösung. Durch die 
Erwärmung auf 37°C bilden sich an der Innenseite des Deckels 
Kondenswassertröpfchen, so daß die Beurteilung der Tubuli nur mit dem 
Invertmikroskop erfolgen kann. In einem Okular des Mikroskopes befindet sich eine 
geeichte Mikrometerskala, mit der die Tubuli vor ihrer Inkubation in das 
Versuchsmedium einzeln in Länge und Breite vermessen werden. Ein 
Aufsichtstereomikroskop (Wild Stereomikroskop M3) ermöglicht eine Betrachtung der 
geöffneten Kammer beim Tubulustransfer. 
Die Versuchskammer wird mit Knetmasse gegen das Verrutschen gesichert. Eine 
Kaltlichtlampe (KL 150 B, Schott, Mainz) beleuchtet den Objekttisch, um eine 
bessere Beurteilung der Tubuli durch das Invertmikroskop zu ermöglichen. 
 
 
3.2.3 Versuchsablauf 
Präparation: 
Die Kaninchen werden durch einen Genickschlag mit Luxation des Atlanto-Occipital-
Gelenkes getötet und anschließend mit einem glatten Schnitt durch beide 
Jugularvenen entblutet. 
Die Nieren werden entnommen und direkt in eine auf 4°C gekühlte und auf Eis 
gelagerte Präparationslösung (Zusammensetzung siehe 3.7.1.) gelegt. Der Zeitraum 
von der Organentnahme bis zum Beginn der Präparation hat die Zeitmarke von zwei 
Minuten nicht überschritten. 
Die Organe werden mit einer Rasierklinge an ihrem lateralen konvexen Pol ca. 1,0 
bis 1,5 cm tief eingeschnitten. Die Schnittführung beginnt an der Konvexität und ist in 
Richtung Nierenbecken gerichtet. Die Kollagenkapsel wird mit Hilfe einer 
Präparierpinzette Größe 5 nach DUMANZ abgezogen. Vier 1 bis 2 mm breite und bis 
ins Nierenmark reichende Gewebestreifen werden mit der Rasierklinge aus der Niere 
geschnitten und umgehend in eine Petrischale, die auf Eis gebettet und mit 
Inkubationslösung gefüllt ist, gelegt. Mit Hilfe einer Präparierschere (Noyes Scissors, 
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12 cm, World Precision Instruments) wird aus jeder Nierenscheibe ein keilförmiger 
Gewebestreifen vom Mark zur Rinde hin ausgeschnitten und in eine weitere, mit 
Präparationslösung gefüllte Petrischale transferiert. Die Feinpräparation findet in 
dieser auf Eis gebetteten stehenden Glasschale unter einem Leica-Stereomikroskop 
(MS5) bei 100- bis 160facher Vergrößerung statt. Die Tubuli werden nach dem 
Verfahren von Woodhall et al. (78) präpariert. Dazu werden die auf Eis gekühlten Keile 
vom Mark zur Rinde hin mit zwei Präparationspinzetten Größe 5 nach DUMANZ 
auseinandergezogen. Die dabei herausfallenden Tubuli werden nach Identifizierung 
der S2-Segmente mit einem Skalpell herausgetrennt. Pro Versuch werden zwischen 
8 und 16 Tubuli präpariert. 
Die Zeit von der Tötung bis zum Ende der Präparation sollte 40 Minuten nicht 
überschreiten, da die Vitalität der Tubuli und somit auch die Transportkapazität des 
Anionenaustauschers mit fortschreitender Zeit abnimmt.  
 
 
Transfer der Tubuli in die Inkubationskammer: 
Mit Hilfe einer 40 µl fassenden Eppendorf-Pipette werden die freipräparierten Tubuli 
in zwei Schüben aus der 4°C gekühlten Petrischale in die auf 37°C vorgewärmte, mit 
Dextran-Elektrolytlösung gefüllte linke Kammer überführt. Um ein Anhaften der 
Tubuli an der Innenwand der Pipettenspitze zu verhindern, wird diese zuvor 
mehrfach mit Albuminlösung (Albumin Fraktion V aus Rinderserum, E. Merck, 
Darmstadt) gespült. 
 
 
Inkubation, Messung, Entnahme und Spülung der Tubuli: 
Während der Aufwärmphase befinden sich die Tubuli in der linken Kammer, wo sie 
einzeln mit der Skala im Okular des Invertmikroskopes vermessen werden. Zudem 
werden Membranbeschaffenheit, Unversehrtheit, Kollabilationszustand und 
gleichmäßiger Verlauf beurteilt. Da in dieser Studie nur Transportvorgänge an der 
basolateralen Membran untersucht werden, finden ausschließlich Tubuli 
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Verwendung, die vollständig kollabiert sind und kein sichtbares Lumen aufweisen 
(Abb. 3.4). 
 
 
Lumen (kollabiert)
Basolaterale Membran
 
Abb. 3.4: Freipräpariertes S2-Segment in 125facher Vergrößerung 
 
 
Nach einer definierten Zeit wird jeder einzelne Tubulus mit Hilfe einer dünnen 
Glaspipette (Micropipette-Puller, Stoelting Co, Chicago, IL 60623 USA), mit 
ausgezogener verschlossener Spitze, aus der linken Kammer genommen und für 30 
bzw. 60 Sekunden in die rechte Kammer getaucht, welche die zu testenden 
Substanzen enthält. Dabei betrachtet man die Kammer unter 16facher Vergrößerung 
durch das Aufsichtmikroskop. 
Um von außen anhaftende radioaktive Moleküle abzuspülen, wird der Tubulus drei 
mal kurz in eine mit 40 µl Elektrolytlösung gefüllte Bohrung einer Glastüpfelplatte 
getaucht. 
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Denaturierung der Tubuli: 
Nach Spülung mit Elektrolytlösung werden die Tubuli einzeln für mindestens 45 
Minuten in 40 µl einer 0,25 N Salpetersäure denaturiert. Dabei wird die 
Eiweißstruktur der Zellen irreversibel geschädigt, und die intrazellulären radioaktiv 
markierten Anionen (14C-Glutarat) treten aus den zerstörten Epithelzellen und 
verteilen sich in der Lösung. Dieses Verfahren ist notwendig, da nur in Flüssigkeit 
befindliche Radioaktivität von dem Flüssigkeitsszintillationszähler erfaßt wird. 
Die Mikrotiterplatte befindet sich auf schwarzem Hintergrund, da die weißlichen, 
denaturierten Tubuli und eventuelle Bruchstücke leichter zu erkennen und exakter zu 
entnehmen sind. 
 
 
Transfer der Tubuli in die Szintillationsflüssigkeit: 
Die denaturierten Tubuli samt Salpetersäure-Lösung werden unter mikroskopischer 
Kontrolle (36fach) mit einer 60 µl fassenden Eppendorf-Pipette aufgesaugt und 
zusammen mit der Eppendorfspitze in ein mit 5 ml Szintillationsflüssigkeit (Emulsier-
Safe, Packard Instruments Company Inc., Groningen, Niederlande) gefülltes 
Plastikgefäß (Packard Instruments Company Inc., Groningen, Niederlande) gegeben. 
Jede Bohrung der Tüpfelplatte wird mit 40 µl Aqua bidest gespült und diese 
Spüllösung in das entsprechende Szintillationsgefäß gefüllt. 
Zu jedem Versuch wird ein Leerwert bestimmt, bestehend aus dem Mittelwert zweier 
Proben der Lochplatte, die ebenfalls mit 40 µl Salpetersäure gefüllt und mit 40 µl 
Aqua bidest gespült werden. Dies ist notwendig, um eine eventuelle Kontamination 
der Lochplatte mit radioaktivem Material zu erkennen. Bei der Berechnung der 
Akkumulationsfaktoren wird dieser Leerwert berücksichtigt. 
 
 
 
Messung der Radioaktivität: 
Die Radioaktivität wird mit einem Flüssigkeitsszintillationszähler (Beckmann, Liquid 
Scintillation Counter LS 6000 IC, Beckmann, Fullerton, USA) bestimmt. Jede Probe 
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wird 10 Minuten gemessen. Die ermittelte 14C-Aktivität wird in cpm (counts per 
minute) angegeben. Um falsche Ergebnisse durch statische Aufladung der aus 
Kunststoff gefertigten Szintillationsgefäße zu vermeiden und eine gleichmäßige 
Verteilung der Radioaktivität in der Szintillationsflüssigkeit zu erreichen, werden die 
Proben 16 Stunden in einem dunklen, auf 10°C gekühlten Raum (Kühlschrank) 
deponiert, bevor sie ausgezählt werden. 
 
 
3.2.4 Gewährleistung konstanter Versuchsbedingungen 
 
Temperaturkontrolle 
Die Temperatur der Inkubationslösung wird durch einen Temperaturfühler in der 
Inkubationslösung kontrolliert und automatisch wie in 3.2.2. beschrieben über einen 
Heizdraht auf konstant 37°C gehalten. 
 
 
Osmolaritätskontrolle 
Die Kammer wird mit einem Plexiglasdeckel verschlossen, um die Verdunstung der 
Inkubationslösung so gering wie möglich zu halten. Zudem wird alle 10 min 30 µl 
deionisiertes Wasser in beide Kammern substituiert, da während der Entnahme der 
Tubuli und der 30 bzw. 60 sec langen Inkubationszeit die Kammern geöffnet sind. 
Dieses Zeitintervall und die Menge der Substitutionslösung wurde gewählt, um die 
Osmolarität der Inkubationslösung zwischen 290 und 300 mosm konstant zu halten. 
Zu Beginn des Versuches wird die Osmolarität kryoskopisch bestimmt (Knaur 
Osmometer, Wissenschaftlicher Gerätebau, Berlin). Es werden nur Versuche 
verwertet, deren Anfangsosmolarität zwischen 290 und 300 mosm liegt. 
Die Güte der Substitution wird über einen Vergleich der Anfangs- und der 
Endradioaktivität in der Inkubationslösung eines jeden Versuches kontrolliert. Dazu 
wird zu Versuchsbeginn und am Ende des Versuches jeweils zwei mal 5 µl der 
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Inkubationslösung mit Hilfe einer Eppendorfpipette entnommen und zusammen mit 
der Pipettenspitze in jeweils ein Szintillationsgefäß gegeben und zusammen mit den 
Proben ausgezählt. Ein Mittelwert wird aus den zwei Proben für die Anfangs- und die 
Endradioaktivität gebildet und diese Mittelwerte miteinander verglichen. So hat man 
eine gute Kontrolle über Effektivität und Qualität der Substitution. 
 
 
pH-Wert-Kontrolle 
Die Inkubationskammern werden kontinuierlich mit Carbogen begast, um den pH-
Wert der Badlösung konstant zu halten. Eine pH-Wert-Bestimmung erfolgte zu 
Beginn und am Ende eines jeden Versuches mit einem pH-Meter (Radiometer 
Kopenhagen, Modell PHM 82). Es wurden nur Versuche gewertet mit einem pH-Wert 
von 7,38 ± 0,10. 
 
 
 
 
 
3.3 Berechnung der Akkumulationsfaktoren 
Zur Berechnung der Aufnahme bzw. der Akkumulationsfaktoren werden folgende 
Parameter benötigt: 
 
• Volumen der Tubuli 
• Aufgenommene Radioaktivität der Tubuli 
• Radioaktivität und Konzentration der Badlösung 
 
Die Akkumulationsfaktoren werden mit Hilfe einer Excel-Tabelle berechnet.  
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3.3.1 Volumen der Tubuli 
Da die Tubuli völlig kollabiert sind, kann das Volumen des Tubulus als das eines 
Zylinders angesehen und berechnet werden. Die Tubuli werden während der 
Inkubationszeit mit einer Skala im Okular des Invertmikroskopes vermessen. Die 
Einheit dieser Skala ist der Teilstrich (TS). Die gemessenen Teilstrichwerte werden 
mit dem Teilstrichfaktor für Länge (0,092284976) bzw. Breite (4,09999) multipliziert. 
Die Teilstrichfaktoren wurden durch Eichung zuvor ermittelt und ergeben Angaben in 
mm. Der Radius ergibt sich aus der Hälfte des gemessenen Durchmessers. Da der 
Durchmesser in den allermeisten Fällen über die Gesamtlänge des Tubulus minimal 
variiert, wird an drei Stellen gemessen und anschließend gemittelt. Unter der 
Annahme eines idealen Zylinders ergibt sich folgende Formel zur Berechnung des 
Volumens: 
 
Vt = r2 · π · L 
 
Vt = Tubulusvolumen 
L = Länge des Tubulus 
R = Radius des Tubulus 
 
Das Tubulusvolumen beinhaltet 70% Zellwasser. Aus diesem Grund kann das 
Tubuluszellwasservolumen (VTZW) durch Multiplikation mit dem Faktor 0,7 errechnet 
werden (52). 
 
VTZW = r2 · π  · L · 0,7 
 
3.3.2 Akkumulationsfaktoren 
Die Aktivität der Tubuli wird für die Dauer von zehn Minuten durch einen 
Szintillationszähler in cpm (Zerfälle pro Minute) gemessen und anschließend durch 
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Berücksichtigung verschiedener Faktoren, wie im folgenden aufgezeigt in cpm/nl 
angegeben. Um einer eventuellen Kontamination der Mikrotiterplatte Rechnung zu 
tragen, wird der Mittelwert aus zwei Leerwerten von der gemessenen Aktivität eines 
jeden Tubulus subtrahiert. Dieser korrigierte Wert ist die tatsächliche Aktivität des 
Tubulus. Um die Aktivitäten der einzelnen Nierenkanälchen miteinander vergleichen 
zu können, wird jeweils das Tubulusvolumen aus der tatsächlichen Aktivität 
herausdividiert und man erhält einen Wert in cpm/nl. 
 
Die Aktivität der Badlösung wird durch Entnahme von jeweils zwei Proben à 5 µl vor 
und nach der Inkubation bestimmt. Die gemessenen cpm-Werte werden ermittelt und 
durch den Leerwert korrigiert. Durch Division dieser korrigierten cpm-Werte durch 
das Volumen der Kapillare, ausgedrückt in nl (5 µl = 5000 nl), erhält man die cpm/nl 
der Badlösung. Die Aktivität des Tubulusvolumens, dividiert durch die Aktivität der 
Badlösung, ergibt den Akkumulationsfaktor (AF1) des Tubulusvolumens zur 
Badlösung. 
 
 
Da sich die radioaktiv markierten Anionen jedoch nur im Cytoplasma der Zelle, nicht 
aber in ihrer Zellmembran befinden, muß der Akkumulationsfaktor AF1 in der oben 
beschriebenen Weise mit dem Faktor 0,7 korrigiert werden. Man erhält den 
Akkumulationsfaktor des Zellwassers zur Badlösung AF2. 
 
 
Dieser Wert ist ein gutes Maß für die Effektivität des Anionenaustauschers, denn an 
ihm kann man leicht ablesen, um welchen Faktor die Glutarat-Anionen intrazellulär 
höher konzentriert sind, als in der umgebenden Inkubationslösung. 
BadlösungderAktivität
TubulusdesAktivitätAF1 =
0,7
AFAF 12 =
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3.3.3 Menge des aufgenommenen Glutarates: 
Die Menge des aufgenommenen Glutarates läßt sich aus der Multiplikation des 
Akkumulationsfaktors mit der Konzentration der radioaktiven Badlösung (CBad) 
berechnen, und man erhält einen Wert in mol/nl. 
 
14C-Glutarat =  AF2 · CBad 
 
 
 
 
3.4 Lösungen und Chemikalien 
3.4.1 Präparationslösung 
Als Präparationslösung dient eine physiologische Elektrolytlösung, die weitgehend 
einer Rezeptur nach Schäli und Roch-Ramel (53) entspricht. Sie wird täglich frisch aus 
vier bestehenden Stammlösungen (SL) mit folgender Zusammensetzung angesetzt. 
 
SL1  67,21 g NaCl    +1000 ml H2O 
 
SL2      2,83 g KCl      
  +3,67 g CaCl2 * H2O   +1000 ml H2O 
 
SL 3    3,08 g MgSO4 * 7H2O   +1000 ml H2O 
 
SL4    1,77 g KH2PO4 
  +2,94 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat 
  +1,68 g Na-Laktat    +1000 ml H2O 
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Um ein Auskristallisieren zu vermeiden, muß bei der Zubereitung der 
Präparationslösung folgendes Schema eingehalten werden: 
 
25 ml SL1 + 0,411 g Glucose verquirlen 
25 ml SL2 + 0,049 g Alanin hinzugeben 
25 ml SL3 + 0,034 g Glycin hinzugeben 
25 ml SL4 + 0,525 g NaHCO3 verquirlen 
+150 ml Aqua bidest 
 
 
 
Die hergestellte Präparationslösung wird mindestens 10 Min verquirlt. Sie hat nun 
folgende Zusammensetzung (in mmol/l): 
 
NaCl     115,00 
KCl    :     3,80 
CaCl2 * 2H2O  :     2,50 
MgSO4 * 7H2O  :     1,25 
KH2PO4   :     1,30 
Na-Laktat   :     1,50 
Tri-Na-Citrat-Dihydrat :     1,00 
Glucose   :     9,13 
NaHCO3   :   25,00 
Glycin    :     1,80 
Alanin    :       2,20 
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3.4.2 Standardinkubationslösung 
Durch Zugabe von 0,375 g Dextran (MG: 40.000 g/mol) zu 12,5 ml der 
Präparationslösung erhält man die Standardinkubationslösung. Sie wird im 
Wasserbad auf 37°C (Ultra Thermostat NB 5,Colora Messtechnik GmbH, Lotch 
Württemberg) erwärmt und mit Carbogen (95% O2 und 5% CO2) begast. 
 
 
 
3.4.3 Ansetzen der Lösungen für die Testsubstanzen 
Bei der Wahl der gewünschten Konzentration für die verschiedenen Testsubstanzen 
wird deren Affinität zum Anionentransporter berücksichtigt. Die unterschiedlichen 
Affinitäten wurden teilweise in früheren Untersuchungen unseres Labors an isolierten 
S2-Segmenten ermittelt (2), teilweise stammen sie von anderen Arbeitsgruppen. Als 
Maß für die Affinität der Testsubstanz zu ihrem Rezeptor dient der jeweilige ermittelte 
IC50-Wert des Substrates. Dieser kennzeichnet die Dosis, bzw. Konzentration eines 
Substrates, bei dem die Aufnahme einer Referenzsubstanz, in diesem Fall PAH, in 
die proximale Tubuluszelle, halbmaximal gehemmt wird. Für die Substrate 
Furosemid, Hydrochlorothiazid und Cimetidin wird das zehnfache des jeweiligen IC50-
Wertes als Konzentration für die Versuche verwendet. Da für Taurocholat in der 
Literatur noch kein IC50 Wert für den PAH-Transporter existiert, wird die verwendete 
Konzentration auf 1000 µmol/l festgelegt. Die Testsubstanzen werden je nach 
Löslichkeit in unterschiedlichen Mischverhältnissen (siehe Tabelle 3.1) aus Aqua 
bidest und Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst. 
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Testsubstanz IC50 Konzentration
in µmol/l in µmol/l Aqua bidest DMSO
Furosemid-Natriumsalz (1) 40,0 400 1 0
Hydrochlorothiazid (1) 140,0 1400  1* 0
Cimetidin (2) 9,8 98 19 1
11-Deoxycorticosteron (3) 70,0 70 3 1
Taurocholat (4) 1000 1 0
PAH
(5) 80,0 1000 1 0
Mischverhältnis
 
Tabelle 3.1: Verwendete Konzentrationen der verschiedenen Testsubstanzen und deren 
Zubereitung in unterschiedlichen Mischverhältnissen aus Aqua bidest und 
Dimethylsulfoxid (DMSO). 
*Hydrochlorothiazid geht durch Zugabe weniger Tropfen verdünnter 
Natronlauge (NaOH) in Lösung. 
(1) Quelle: Bartel et al., 1993 (2) , (2) Quelle: Braendle et al., 1991 (5), 
(3) Quelle: Ullrich et al., 1993 (67), (4) keine Angaben in der Literatur, 
(5) Quelle: Ullrich et al., 1999 (70) 
 
 
 
 
 
3.4.4 Radionuklide 
Radionuklide zeichnen sich durch Abgabe von Strahlung, in diesem Falle β-
Strahlung, aus. Durch Abgabe dieser Strahlung gehen sie in einen weniger 
energiereichen Grundzustand über. 
Bei den Versuchen wird 14C-Glutarat ([1,5-14C]-Glutarat) verwendet. Dessen 
Halbwertszeit beträgt 5730 Jahre. Die Strahlung hat eine maximale Reichweite von 
24 cm in Luft, und die spezifische Aktivität liegt zwischen 50 und 55 mCi/mmol. 
14C-Glutarat dient in diesen Versuchen als physiologische Ersatzsubstanz für das α-
Ketoglutarat, da letzteres innerhalb kürzester Zeit im Citratcyclus der Zelle zu Oxalat 
abgebaut werden würde (48) und somit auch kein Glutarat-Efflux stattfinden könnte. 
Die Wirkung von Glutarat auf den Anionentransporter ist jedoch ähnlich der des  
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α-Ketoglutarates (48). Dies wurde auch durch Untersuchungen von Makhuli (34) 
bestätigt. 
Bezogen wird das Radionuklid von der Firma American Radiolabeled Chemicals, 
Inc., St. Louis. 
 
 
 
 
Abb. 3.5: 14C-Glutarat (Die Pfeile kennzeichnen die radioaktiv markierten Kohlenstoffatome)  
C
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3.4.5 Chemikalienbezug 
Chemikalien Bezugsquelle
14C-Glutarat American Radiolabeled Chemicals Inc.
([1,5-14C]-glutaric acid) St. Louis
Boehringer Albumin Boehringer, Mannheim
Fraktion V
Carbogen (95% O2, 5% CO2) Linde, Höllriegelskreuth
Szintillationsflüssigkeit Packard Instruments Company Inc.
Emulsier Safe Groningen, NL
Dextran
Alanin
unmarkiertes PAH
Cimetidin Sigma, Aldrich Chemie GMBH
Deoxycorticosteron Steinheim
Taurocholat (Taurocholic acid)
Furosemid-Natriumsalz
Hydrochlorothiazid
Chemikalien zum Ansetzen E. Merck, Darmstadt
der Lösungen (siehe 3.3.1)  
 
 
 
 
3.5 Statistische Methoden 
Die Ergebnisdarstellung erfolgt als Angabe der Mittelwerte aus allen gleichartigen 
Versuchen und dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM). 
n
σσ:SEM
x
=
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σ wird in der Praxis durch die empirische Maßzahl s geschätzt mit: 
 
 
 
 
3.5.1 Statistische Signifikanz 
 
Die statistische Auswertung erfolgt beim Vergleich zweier Mittelwerte mit dem 
Student-t-Test. Für die statistische Auswertung dieser Versuche wurde der t-Test für 
verbundene Stichproben verwendet. Der Grund dafür liegt in der unterschiedlichen 
Aufnahmekapazität der Tubuli für 14C-Glutarat, die von Versuch zu Versuch 
differieren kann (siehe Kapitel 4). 
 
 
Die Irrtumswahrscheinlichkeit dient als Mittel der statistischen Signifikanz. Sie gibt 
die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein Effekt der behandelten Proben nicht aufgrund 
der Behandlung mit der jeweils verwendeten Testsubstanz auftritt, obwohl die 
Versuchsergebnisse dies vermuten lassen. Sie wird mit dem p-Wert ausgedrückt. Ist 
der p-Wert größer als 0,05 , so gilt der Versuch als statistisch nicht signifikant. 
 
p-Wert = Nominelles Signifikanzniveau. Er gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit an, 
wenn die Nullhypothese ( = Übereinstimmung zweier Grundgesamtheiten) abgelehnt 
wird.
∑
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4 Ergebnisse 
Zur besseren Übersicht wird in diesem Kapitel nochmals in kurzer Form die 
Versuchsdurchführung erläutert. Es erfolgt eine Beschreibung und eine tabellarische 
und graphische Darstellung der Ergebnisse. 
 
Zu Beginn wird der 14C-Glutarat-Efflux in Anwesenheit von PAH, dem klassischen 
Substrat des organischen Anionenaustauschers, ermittelt. 
Im zweiten Teil wird die Stimulation des 14C-Glutarat-Effluxes durch Furosemid und 
Hydrochlorothiazid nach 30 und 60 Sekunden gemessen. Desweiteren wird eine 
Kontrollversuchsreihe zur Bestimmung des 14C-Glutarat-Effluxes ohne Zugabe von 
Testsubstanzen, durchgeführt. 
Für die Substrate Cimetidin, 11-Deoxycorticosteron und Taurocholat werden im 
letzten Teil nur noch die 60 Sekundenwerte des 14C-Glutarat-Effluxes bestimmt, da 
sich im Verlauf der Versuche des zweiten Teils herausgestellt hat, daß die 30 
Sekundenwerte von den 60 Sekundenwerten nicht nennenswert differierten. 
 
Wie bereits in Kapitel 3 erwähnt, unterliegt die Glutarat-Transportrate der einzelnen 
Tiere individuellen Schwankungen. Die Gründe dafür sind unter anderen folgende: 
(1) Teilweise gestaltete sich die Mikrodissektion der Nierenscheiben trotz 
größtmöglicher Sorgfalt schwierig, weil diese stellenweise fibrosiert waren. Eine 
Isolation einzelner Tubulusabschnitte gelang aus diesem Grund nur unter geringfügig 
verlängertem Zeitaufwand. Die längere Versuchsdauer ging wiederum auf Kosten 
der Vitalität der Tubuli, was sich in den Ergebnissen in einer insgesamt verringerten 
Glutarataufnahme wiederspiegelte. (2) Jeder Tubulus wurde einzeln vermessen und 
beurteilt. Bei dieser Beurteilung fiel bei einigen Tieren auf, daß eine gewisse Anzahl 
von Tubuli kleine Mängel aufwiesen, wie zum Beispiel Impressionen, ballonierte 
Abschnitte oder unregelmäßige Membranstrukturen. Diese Schädigungen können 
ein Hinweis auf einen bereits abgelaufenen pathogenen Prozeß an den Nierentubuli 
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sein und zu einer verminderten Glutarataufnahme führen. Trotz Verwendung von 
Jungtieren, isolierter Aufzucht und weitgehend sterilen Aufzuchtsbedingungen, kann 
nicht in jedem Fall ausgeschlossen werden, daß sich ein schädigendes Ereignis, z.B. 
ein entzündlicher Prozeß, an der Niere abgespielt hat. (3) Die Dichte der 
Transportproteine des Anionenaustauschers unterliegt ebenfalls konstitutionell 
bedingt individuellen Schwankungen und hängt von verschiedenen Faktoren, wie 
z.B. dem Alter des Tieres ab (75).  
Die genannten Punkte können zu einer verminderten Glutarataufnahmekapazität 
führen. Um eine zu starke Streuung der gewonnenen Daten, bedingt durch nicht voll 
funktionsfähige Tubuli zu vermeiden, wurden einige Versuche nicht in die Wertung 
genommen. Die Ausschlußkriterien sind im folgenden aufgeführt: 
1. Einzelne Tubuli mit Akkumulationsfaktoren <30 werden aus der Wertung 
genommen. 
2. Ist der Mittelwert der Akkumulationsfaktoren der Kontrollgruppe in einem Versuch 
<70, so wird der komplette Versuch aus der Wertung genommen. 
Die Mittelwerte der Akkumulationsfaktoren der Kontrollgruppe erstreckten sich nach 
Anwendung der Ausschlußkriterien auf einem Bereich zwischen 70 und ca. 250. 
Durchschnittlich lagen die Akkumulationsfaktoren der Kontrollgruppe bei 120. Das 
bedeutet, daß im Schnitt eine 120fache Anreicherung von 14C-Glutarat in der 
Zelle gegenüber der Inkubationsflüssigkeit vorgelegen hat. 
4.1 PAH 
Versuchsablauf: 
Es werden 20 µl einer 26·10-3 M PAH Lösung in 500 µl der 
Standardinkubationslösung gegeben und vermengt, so daß eine 10-3 M PAH Lösung 
entsteht. Aus dieser werden 270 µl entnommen und in die rechte Inkubationskammer 
gegeben. Dann werden 400 µl der Standardinkubationslösung mit 20 µl einer 
2·10-3 M 14C-Glutaratlösung angereichert, so daß man eine 95·10-6 M 14C-Glutarat-
lösung erhält. Aus dieser entnimmt man 190 µl und gibt sie in die linke 
Inkubationskammer. Zusammen mit den Tubuli, die in zwei Schüben zu je 40 µl aus 
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der eisgekühlten Petrischale in die linke Inkubationskammer transferiert werden, 
erhält man in dieser ein Gesamtvolumen von 270 µl. Nach einer Inkubationszeit in 
der linken Kammer von mindestens 10 min werden die Tubuli in die rechte Kammer 
überführt. Es werden jeweils 45 Tubuli in der Proben- und in der Kontrollgruppe 
untersucht. 
 
400 µl 500 µl
+20 µl 14C-Glutarat +20 µl PAH
190 µl 270 µl
+80 µl Tubuli
linke Kammer rechte Kammer
12.500 µl Standardinkubationslösung
 
Entnahme der Tubuli nach 60 Sekunden 
 
Ergebnisse: 
Es zeigt sich, daß die Akkumulationsfaktoren in der Probengruppe gegenüber der 
Kontrollgruppe deutlich reduziert sind. Der Mittelwert der Akkumulationsfaktoren in 
der Probengruppe beträgt 96,6 ± 20,2 gegenüber der Kontrollgruppe, die einen 
Mittelwert von 133,86 ± 12,2 aufweist (Tabelle 4.1). Das entspricht einer 
Akkumulation des radioaktiven Glutarates von 72,16% in der Gruppe, die mit PAH 
inkubiert wurde, beziehungsweise einer Abnahme der Akkumulationsfaktoren um 
27,84%. Die Abnahme der Akkumulationsfaktoren ist ein Maß für den Glutarat-Efflux, 
so daß man in diesem Fall von einem Efflux von rund 30% ausgehen kann. Der 
Student-t-Test für verbundene Stichproben ergibt ein Signifikanzniveau von  
p=0,032 und wertet die gewonnenen Mittelwerte als signifikant. 
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Versuch
1 150,7 28,2
2 124,5 14,4
3 98,5 53,0
4 107,8 68,5
5 124,8 44,8
6 110,5 89,1
7 118,1 88,4
8 187,6 177,0
9 123,3 130,8
10 228,0 235,0
11 98,7 133,4
Mittelwert 133,86 100,0% 96,60 72,2%
S 40,30 30,1% 67,14 69,5%
SEM 12,20 9,1% 20,20 20,9%
N
n 45 45
p
Tabelle 4.1 : Die Akkumulationsfaktoren stellen das Verhältnis der intrazellulären
14C-Konzentration zur 14C-Konzentration in der Badlösung dar. 
S         = Standardabweichung N    = Anzahl der Tiere
SEM    = Standardabweichung n     = Anzahl der Tubuli
des Mittelwertes p     = Nominelles Signifikanzniveau
Abb. 4.1 : Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 4.1
Angabe der Werte in Prozent der Kontrollwerte
0,032
Akkumulationsfaktoren
Kontrolle PAH
11 11
PAH 60sec
0%
20%
40%
60%
80%
100%
120%
.
Ak
ku
m
ul
at
io
ns
fa
kt
or
en
4  Ergebnisse 
43 
4.2 Furosemid 
Versuchsablauf: 
Es wird eine 400 µM Furosemid Lösung hergestellt, von der 270 µl in die rechte 
Kammer gegeben werden. Mit der linken Kammer wird wie unter 4.1 verfahren. 
Die Tubuli der Probengruppe werden in einer ersten Versuchsreihe einzeln nach 
jeweils 30 Sekunden und in einer zweiten Versuchsserie nach 60 Sekunden 
entnommen. Es werden insgesamt 53 (Probengruppe) bzw. 52 (Kontrollgruppe) 
Tubuli untersucht. 
 
Zusätzlich wird eine Kontrollversuchsreihe durchgeführt, bei der sich in der linken 
und rechten Kammer jeweils 270 µl Standardinkubationslösung ohne Zugabe von 
Testsubstanzen befinden. 
 
 
 
400 µl 500 µl
+20 µl 14C-Glutarat +20 µl Furosemid (1)
190 µl 270 µl
+80 µl Tubuli
linke Kammer rechte Kammer
12.500 µl Standardinkubationslösung
 
Entnahme der Tubuli nach 30 und 60 Sekunden 
(1) Bei der Kontrollversuchsreihe entfällt die Zugabe von Furosemid in die rechte Kammer 
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Ergebnisse: 
 
Furosemid: 
Die Akkumulationsfaktoren der Probengruppe sind nach 30 Sekunden Inkubation in 
Furosemid gegenüber der Kontrollgruppe deutlich reduziert, wie in Tabelle 4.2a 
ersichtlich. Der Mittelwert der Akkumulationsfaktoren der Probengruppe beträgt 
89,45 ± 16,99. Bei der Kontrollgruppe liegt der Mittelwert dagegen bei 107,65 ± 11,9. 
Die Akkumulationsfaktoren erreichen also in der Gruppe, die mit Furosemid inkubiert 
wurde, nur einen Wert von 83% gegenüber der Gruppe ohne Furosemid. 
Nach 60 Sekunden Inkubation in Furosemid sind die Akkumulationsfaktoren 
gegenüber den Werten nach 30 Sekunden nicht zusätzlich vermindert. Der Mittelwert 
in der Probengruppe liegt bei 83,14 ± 6,13 und der der Kontrollgruppe bei 99,49 ± 
7,06. Im Verhältnis betrachtet bedeutet das eine Reduzierung der gemittelten 
Akkumulationsfaktoren um 17% auf 83% nach 60 Sekunden (Tabelle 4.2b). 
Die statistische Analyse ergibt im Student-t-Test für die 30-Sekundenwerte ein 
Signifikanzniveau von p=0,2838, welches auf dem 5% Niveau als nicht signifikant 
gewertet wird. Der p-Wert für die Werte nach 60 Sekunden Inkubation liegt bei 
p=0,0838. Dieser Wert gilt bei dem zweiseitigen t-Test als grenzwertig signifikant. 
 
 
Kontrollreihe: 
Die Akkumulationsfaktoren der Probengruppe liegen nach 30 Sekunden im Mittel 
etwas höher als die der Kontrollgruppe bei 108,73 ± 9,14 gegenüber 101,17 ± 8,75. 
Die 60-Sekundenwerte dagegen liegen in der Probengruppe etwas niedriger bei 
93,58 ± 13,12 gegenüber 102,89 ± 11,59 in der Kontrolle (Tabellen 4.2a und b).  
Der Student-t-test ergibt ein Signifikanzniveau von p=0,2630 für den 30-
Sekundenwert, beziehungsweise von p=0,2569 für den 60-Sekundenwert. Trägt man 
die Werte aus der Kontrollreihe gegen die Werte aus der Furosemidreihe 
gegeneinander auf und legt jeweils eine Ausgleichsgerade zwischen die 30 und 60-
Sekundenwerte, so zeigt sich in dieser Zeitspanne eine minimale Abnahme der 
Akkumulationsfaktoren in der Kontrollreihe. Dies ist auf einen 14C-Glutarat-Efflux, 
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aufgrund des Konzentrationsgefälles vom intra- zum extrazellulären Glutarat, 
zurückzuführen. Dagegen weist die Ausgleichsgerade der Furosemidreihe ein 
deutliches Gefälle auf, wie in Abb. 4.2 dargestellt. 
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, daß Furosemid als Substrat am organischen 
Anionentransporter des proximalen Tubulus akzeptiert und im Austausch gegen  
14C-Glutarat in die proximale Tubuluszelle transportiert wird. 
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Versuch
Kontrolle Probe Kontrolle Probe
1 109,8 109,7 150,9 122,3
2 84,8 74,5 106,1 45,7
3 134,7 125,8 80,2 44,5
4 122,0 149,5 134,9 115,3
5 74,7 104,0 84,1 68,9
6 105,4 107,9 89,7 140,0
7 76,8 89,7
Mittelwert 101,17 108,73 107,65 89,45
S 23,14 24,19 29,14 41,62
SEM 8,75 9,14 11,90 16,99
N
n 22 21 20 17
p
Tabelle 4.2a
Versuch
Kontrolle Probe Kontrolle Probe
1 127,6 106,2 117,6 74,9
2 130,8 80,5 122,5 86,0
3 74,3 71,5 143,7 107,6
4 71,3 69,8 100,3 55,7
5 72,4 71,1 92,4 61,0
6 73,9 52,5 99,1 89,3
7 148,7 152,7 77,2 60,8
8 124,1 144,3 81,2 87,1
9 74,6 103,8
10 86,3 105,2
Mittelwert 102,89 93,58 99,49 83,14
S 32,78 37,12 22,33 19,39
SEM 11,59 13,12 7,06 6,13
N 8 10
n 30 27 33 34
p
Tabelle 4.2b : Die Akkumulationsfaktoren in Tabelle 4.2a und 4.2b stellen das Verhältnis 
der intrazellulären 14C-Konzentration zur 14C-Konzentration in der Badlösung
dar.
S       = Standardabweichung N       = Anzahl der Tiere
SEM  = Standardabweichung vom n        = Anzahl der Tubuli
Mittelwert p        = Nominelles Signifikanzniveau
Akkumulationsfaktoren (30 Sekunden)
Kontrollgruppe Furosemid
7 6
0,2569 0,0838
0,2630 0,2838
Akkumulationsfaktoren (60 Sekunden)
Kontrollgruppe Furosemid
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Zeit in sec 0 30 60
Kontrollgruppe 100% 108% 91%
Furosemid 100% 83% 83%
Tabelle 4.3 : Die Akkumulationsfaktoren aus den Tabellen 4.2a und 4.2b sind in Prozent vom
Kontrollwert nach 30 bzw. 60 Sekunden angegeben.
Abb. 4.2 : Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 4.3
Angabe der Werte in Prozent vom Kontrollwert nach 30 bzw. 60 Sekunden
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4.3 Hydrochlorothiazid 
Versuchsablauf: 
In die rechte Inkubationskammer wird eine 1,4 ·10-3 M Hydrochlorothiazidlösung 
gegeben, in der linken Kammer werden die Tubuli mit der 14C-Glutaratlösung 
inkubiert, wie unter 4.1 beschrieben. 
Nach mindestens 10 Minuten Inkubation in der linken Kammer werden die Tubuli in 
einer ersten Versuchsreihe für 30 Sekunden und in einer zweiten für 60 Sekunden in 
der rechten Kammer inkubiert. Es werden insgesamt 80 (Probengruppe), bzw. 60 
(Kontrollgruppe) Tubuli untersucht. 
 
 
 
400 µl 500 µl
+20 µl 14C-Glutarat +20 µl HCT
190 µl 270 µl
+80 µl Tubuli
linke Kammer rechte Kammer
12.500 µl Standardinkubationslösung
 
Entnahme der Tubuli nach 30 und 60 Sekunden 
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Ergebnisse: 
Wie man aus Tabelle 4.3b entnehmen kann liegt der Mittelwert der 
Akkumulationsfaktoren in der HCT-Gruppe nach 30 Sekunden bei 105% und nach 60 
Sekunden bei 95% des Mittelwertes der Kontrollgruppe. Man muß also davon 
ausgehen, daß in Anwesenheit von HCT in dieser Zeitspanne kein nennenswerter 
Efflux des 14C-Glutarates stattgefunden hat. HCT scheint also nicht als Substrat am 
Anionenaustauscher akzeptiert zu werden. Die statistische Analyse ergibt einen p-
Wert von p=0,6026 (30 Sekunden) und p=0,6364 (60 Sekunden). 
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Versuch Kontrolle HCT Kontrolle HCT
1 137,8 93,3 146,8 132,7
2 133,1 106,3 127,6 106,2
3 116,6 122,3 125,1 101,4
4 97,5 113,0 144,0 67,1
5 115,6 121,7 163,2 158,2
6 96,5 112,8 78,9 106,8
7 112,3 125,4 112,3 125,6
8 98,1 162,4 102,0 113,6
9 83,7 121,5
Mittelwert 113,44 119,65 120,40 114,79
S 15,91 20,13 28,80 24,90
SEM 5,63 7,12 9,60 8,30
N
n 28 35 32 45
p
Tabelle 4.3a : Die Akkumulationsfaktoren stellen das Verhältnis der intrazellulären
14C-Konzentration zur 14C-Konzentration in der Badlösung dar. 
Kontrolle HCT Kontrolle HCT
Mittelwert 100,0% 105,5% 100,0% 95,3%
S 14,0% 16,8% 23,9% 21,7%
SEM 5,0% 6,0% 8,0% 7,2%
Tabelle 4.3b : Werte aus Tabelle 4.3a in Prozent
HCT     = Hydrochlorothiazid N    = Anzahl der Tiere
S         = Standardabweichung n     = Anzahl der Tubuli
SEM    = Standardabweichung p     = Nominelles Signifikanzniveau
des Mittelwertes
Abb. 4.3 : Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 4.3b
Angabe der Werte in % der Kontrollwerte
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4.4 Cimetidin 
Versuchsablauf: 
In die rechte Inkubationskammer werden 270 µl einer 98 µM Cimetidin-Lösung 
gegeben, in die linke 190 µl der mit 14C-Glutarat angereicherten Lösung und 80 µl 
Inkubationsflüssigkeit, in der sich die Tubuli befinden. Die Tubuli werden nach dem 
Vermessen und der Kontrolle auf Unversehrtheit für 60 Sekunden in der rechten 
Kammer inkubiert. Es werden 72 (Probengruppe), bzw. 58 (Kontrollgruppe) Tubuli 
untersucht. 
 
 
 
400 µl 500 µl
+20 µl 14C-Glutarat +20 µl Cimetidin
190 µl 270 µl
+80 µl Tubuli
linke Kammer rechte Kammer
12.500 µl Standardinkubationslösung
 
Entnahme der Tubuli nach 60 Sekunden 
 
Ergebnisse: 
Der Mittelwert der Akkumulationsfaktoren in der Cimetidin-Gruppe unterscheidet sich 
nicht nennenswert von dem der Kontrollgruppe. Er liegt bei 151,60 ± 14,56 
gegenüber 157,21 ± 13,79 (Tabelle 4.4). Es handelt sich also um eine mittlere 
4  Ergebnisse 
52 
Abnahme der Akkumulationsfaktoren um 3,6% nach 60 Sekunden. Dieser Wert 
entspricht in etwa der Abnahme des Mittelwertes der Kontrollreihe nach 60 
Sekunden, entsteht also aufgrund des 14C-Glutarat-Konzentrationsgefälles 
(innen>außen) und ist nicht als Effekt zu werten. Dies zeigt, daß Cimetidin nicht als 
Substrat am Anionenaustauscher akzeptiert zu werden scheint, was eine deutlichere 
Abnahme der Akkumulationsfaktoren zur Folge gehabt hätte. Der Vergleich der 
Mittelwerte ergibt im Student-t-Test ein Signifikanzniveau von p=0,7567 (nicht 
signifikant). 
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Versuch
1 257,0 126,3
2 98,2 69,4
3 179,1 159,4
4 115,8 64,0
5 211,7 146,2
6 223,0 201,2
7 120,2 111,6
8 264,2 81,6
9 108,8 148,7
10 98,6 108,0
11 91,6 121,1
12 91,8 174,0
13 183,8 287,4
14 176,0 249,3
15 134,9 161,1
16 153,5 182,5
17 164,3 185,4
Mittelwert 157,21 100,0% 151,60 96,4%
S 56,86 36,2% 60,02 39,6%
SEM 13,79 8,8% 14,56 9,6%
N
n 58 72
p
Tabelle 4.4 : Die Akkumulationsfaktoren stellen das Verhältnis der intrazellulären
14C-Konzentration zur 14C-Konzentration in der Badlösung dar.
S         = Standardabweichung N    = Anzahl der Tiere
SEM    = Standardabweichung n     = Anzahl der Tubuli
des Mittelwertes p     = Nominelles Signifikanzniveau
Abb. 4.4 : Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 4.4.
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4.5  11-Deoxycorticosteron 
Versuchsablauf: 
In die rechte Kammer wird eine 11-Deoxycorticosteron-Lösung mit einer 
Konzentration von 70 µM gegeben. Dort werden die Tubuli nach der Aufwärmphase 
in der linken Kammer für 60 Sekunden inkubiert. Es werden 45 (Probengruppe), bzw. 
38 (Kontrollgruppe) Tubuli untersucht. 
 
400 µl 500 µl
+20 µl 14C-Glutarat +20 µl  11-Deoxy-
             corticosteron
190 µl 270 µl
+80 µl Tubuli
linke Kammer rechte Kammer
12.500 µl Standardinkubationslösung
 
Entnahme der Tubuli nach 60 Sekunden 
 
Ergebnisse: 
Wie in Tabelle 4.5 ersichtlich liegt der Mittelwert der Akkumulationsfaktoren der 
Probengruppe bei 144,8 ± 19,71, der Mittelwert der Kontrolle bei 141,13 ± 13,06. Es 
hat also keine signifikante Abnahme der intrazellulären 14C-Glutarat-Konzentration 
durch die Inkubation mit 11-Deoxycorticosteron stattgefunden. Dies zeigt, daß 11-
Deoxycorticosteron nicht als Substrat am organischen Anionenaustauscher 
akzeptiert wird und somit auch keine Translokation stattfindet. Die statistische 
Analyse ergibt einen p-Wert von p=0,8137 (nicht signifikant).
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Versuch
1 197,9 146,4
2 189,5 179,4
3 161,5 92,6
4 118,8 103,3
5 111,8 94,4
6 109,5 99,8
7 70,2 70,1
8 157,0 159,5
9 148,1 179,1
10 93,6 164,8
11 194,5 303,4
Mittelwert 141,13 100,0% 144,80 102,6%
S 43,30 30,7% 65,38 45,1%
SEM 13,06 9,3% 19,71 13,6%
N
n 38 45
p
Tabelle 4.5 : Die Akkumulationsfaktoren stellen das Verhältnis der intrazellulären
14C-Konzentration zur 14C-Konzentration in der Badlösung dar. 
S         = Standardabweichung N    = Anzahl der Tiere
SEM    = Standardabweichung n     = Anzahl der Tubuli
des Mittelwertes p     = Nominelles Signifikanzniveau
Abb. 4.5 : Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 4.5
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4.6 Taurocholat 
Versuchsablauf: 
Taurocholat wird in einer Konzentration von 10-3 M in die rechte Inkubationskammer 
gegeben. Dort werden die Tubuli nach mindestens 10 Minuten Aufwärmphase für 60 
Sekunden inkubiert. Es werden jeweils 49 Tubuli in der Probengruppe und in der 
Kontrollgruppe untersucht. 
 
400 µl 500 µl
+20 µl 14C-Glutarat +20 µl  Taurocholat
190 µl 270 µl
+80 µl Tubuli
linke Kammer rechte Kammer
12.500 µl Standardinkubationslösung
Entnahme der Tubuli nach 60 Sekunden 
 
Ergebnisse: 
Es zeigt sich, daß der Mittelwert der Akkumulationsfaktoren der Taurocholatgruppe 
gegenüber der Kontrollgruppe deutlich vermindert ist. Diese Abnahme liegt wie in 
Tabelle 4.6 ersichtlich bei 85,01% ± 12,12%, so daß man von einem 14C-Glutarat-
Efflux von rund 15% durch den Austausch mit Taurocholat ausgehen kann. Dieses 
Gallensalz scheint also, wenn auch gering, als Substrat am Anionenaustauscher 
akzeptiert zu werden (p=0,0801; grenzwertig signifikant) 
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Versuch
1 168,8 117,6
2 162,7 75,3
3 240,2 221,2
4 104,3 65,9
5 129,9 70,1
6 122,3 99,3
7 78,8 76,1
8 91,8 61,1
9 81,3 91,7
10 70,4 73,8
11 101,4 113,0
12 91,8 124,9
13 146,0 161,4
Mittelwert 122,3 100,0% 104,0 85,0%
S 47,7 39,0% 45,5 43,8%
SEM 13,2 10,8% 12,6 12,1%
N
n 49 49
p
Tabelle 4.6 : Die Akkumulationsfaktoren stellen das Verhältnis der intrazellulären
14C-Konzentration zur 14C-Konzentration in der Badlösung dar. 
S         = Standardabweichung N    = Anzahl der Tiere
SEM    = Standardabweichung n     = Anzahl der Tubuli
des Mittelwertes p     = Nominelles Signifikanzniveau
Abb. 4.6 : Graphische Darstellung der Werte aus Tabelle 4.6
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5 Diskussion 
Dieser Teil behandelt die untersuchten Substanzen PAH, Furosemid, 
Hydrochlorothiazid, Cimetidin, 11-Deoxycorticosteron und Taurocholat jeweils in 
einem separaten Abschnitt. Dabei werden die Ergebnisse dieser Arbeit den 
Beobachtungen und Erkenntnissen aus anderen Arbeiten gegenübergestellt und 
kritisch bewertet. 
 
 
5.1 PAH 
Abb. 5.1: Molekularstruktur von PAH 
 
Die Para-Aminohippursäure wird glomerulär filtriert und in großem Maße tubulär 
sezerniert, so daß bereits bei der ersten Nierenpassage über 90% der Substanz 
ausgeschieden werden können. Besonders bei einer niedrigen PAH-Konzentration 
im Plasma gelangen über 80% dieses Anions über die tubuläre Sekretion in den Urin 
(siehe 2.3.). Sie ist das klassische Substrat des Anionenaustauschers und dient bis 
heute in vielen Studien als Referenzsubstanz, um das Transportverhalten des 
Anionentransporters und seine Hemmbarkeit durch andere Substanzen zu 
untersuchen. Laut Ullrich et al. erfüllt PAH mit zwei negativen Partialladungen im 
Abstand von 6-7 Å und einer hydrophoben Region in einer Länge von 8-10 Å die 
idealen Voraussetzungen, um als Substrat am Anionenaustauscher akzeptiert zu 
werden (71). Das Monocarboxylat wird im Austausch gegen Glutarat oder α-
NH2 C NH
O
CH2 COOH
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Ketoglutarat in die proximale Tubuluszelle befördert (1, 46, 57, 58). Die Gültigkeit dieses 
Austausches für die Kaninchenniere wurde von verschiedenen Autoren bestätigt (52, 
78). 
In dieser Arbeit dient der Nachweis einer Stimulation des 14C-Glutarat Effluxes durch 
PAH als Qualitätsüberprüfung der durchgeführten Versuche. Die Zugabe einer 10-3 M 
PAH-Lösung in das Inkubationsmedium führte zu einer Stimulation des 14C-Effluxes 
um rund 28%. Dieser Wert steht im Einklang mit Werten früherer Untersuchungen 
unserer Arbeitsgruppe, wie auch in Abbildung 5.2b ersichtlich. Hierbei lag die 
Stimulation des 14C-Effluxes durch PAH zwischen 20 und 30% (25). 
 
 
5.2 Furosemid 
Abb. 5.2a: Molekularstruktur von Furosemid 
 
Als Schleifendiuretikum gehört Furosemid zu einer Gruppe von Diuretika mit der 
stärksten diuretischen Wirksamkeit. Ihr Angriffspunkt ist im dicken aufsteigendem Ast 
der Henle-Schleife lokalisiert, und zwar an der luminalen Zellmembran. Um in das 
Tubuluslumen zu gelangen, existieren nur zwei Wege: glomeruläre Filtration oder 
tubuläre Sekretion. Da Furosemid wie die meisten anderen Schleifendiuretika stark 
an Plasmaproteine gebunden ist (bis zu 98%), kann es nur sehr geringfügig 
glomerulär filtriert werden (26). Als organische Säure wird Furosemid aus diesem 
H2N
Cl
O2S
NH
COOH
CH2
O
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Grund über den Anionentransporter in das Tubuluslumen sezerniert und gelangt von 
dort zu seinem Wirkort im dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife. Substanzen, 
die über den gleichen Mechanismus ausgeschieden werden, wie z.B. Probenecid, 
können die diuretische Wirksamkeit von Furosemid abschwächen, indem sie mit 
Furosemid um den gleichen Bindungsplatz am organischen Anionentransporter 
konkurrieren (26). 
Ullrich et al. konnte in einer Mikropunktions-Studie an der Ratte zeigen, daß 
Furosemid eine sehr hohe Affinität zum PAH-Transporter aufweist. In dieser Studie 
gehörte Furosemid zu einer kleinen Gruppe von Substanzen, die zusätzlich zum 
PAH-Transporter mit zwei weiteren Transportproteinen der basolateralen Membran 
(Sulfat/Oxalat-Transporter und Dicarboxylattransporter), eine Interaktion aufwiesen 
(70). In dieser Studie wurde jedoch lediglich die Affinität zum Anionentransporter 
bestimmt. Ob Furosemid dagegen tatsächlich in das Zellinnere transportiert wurde, 
konnte durch diese Ergebnisse nicht bewiesen werden. 
 
Durch elektrophysiologische Versuche an Xenopus laevis Oozyten, die den 
organischen Anionentransporter der Flunder (fOAT1) exprimierten, konnte 
Burckhardt (8) die Translokation von PAH und verschiedenen Schleifendiuretika 
(Bumetanid, Ethacrynsäure, Tienilinsäure) nachweisen. Der Nachweis der 
Translokation von Furosemid über diesen Transporter gelang überraschenderweise 
nicht. Furosemid konnte zwar die PAH-Aufnahme in die Zelle (ähnlich wie 
Probenecid) hemmen, wurde jedoch nicht selber transportiert. Burckhardt schloß 
daraus, daß Furosemid über einen anderen als den PAH-Transporter ausgeschieden 
wird. Diese Daten beziehen sich jedoch ausschließlich auf den Anionentransporter 
der Winterflunder (fOAT1), der einen vergleichsweise geringen Verwandtschaftsgrad 
von nur 57-58% zum Anionentransporter von Ratte, Maus und Mensch aufweist (10) 
(siehe auch 2.3.3.). Aus diesem Grund liegt die Vermutung nah, daß die 
gewonnenen Erkenntnisse über fOAT1 Spezies-spezifisch sind und nicht 
zwangsläufig auch für den organischen Anionentransporter von Maus, Ratte, 
Kaninchen oder Mensch gelten. 
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Abb. 5.2b: Inverse Beziehung zwischen der Affinität eines Substrates zum PAH-
Transporter und seiner Transportrate. 
 Die Werte für Probenecid, Bumetanid, PAH und Mefrusid stammen aus einer 
früheren Versuchsreihe unserer Arbeitsgruppe (Greven 2000) (25). 
 Die log P-Werte stellen den Verteilungskoeffizient (Octanol/Wasser)  dar und 
gelten als Maß für die Lipophilität einer Substanz. 
 
 
Die Ergebnisse der Experimente dieser Arbeit weisen dagegen den Transport von 
Furosemid durch den organischen Anionentransporter deutlich nach. Durch Zugabe 
von Furosemid in das Inkubationsmedium kommt es zu einer signifikanten 
Stimulation des 14C-Glutarat-Effluxes um rund 20%. Dieser Wert läßt sich in eine 
Serie von Werten einer vorausgangenen Versuchsreihe unserer Arbeitsgruppe 
einordnen (Abb. 5.2b) (20). Bei dieser Studie konnte nachgewiesen werden, daß mit 
abnehmender Affinität der Substanzen zum Anionentransporter die Stimulation des 
14C-Glutarat-Effluxes zunimmt, also eine inverse Beziehung zwischen der Affinität 
eines Substrates und seiner Transportrate besteht. Dieser Zusammenhang konnte 
für die Substanzen Probenecid, Bumetanid, PAH und Mefrusid gezeigt werden. 
Darüber hinaus wurde eine Beziehung zwischen der Lipophilität eines Substrates 
und der Transportrate beobachtet. Die stärker lipophilen Substanzen Probenecid (log 
P: 3,2) und Bumetanid (log P: 3,1) wurden weniger gut transportiert als das weniger 
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lipophile Mefrusid. (log P: 0,9). Wie in Abb. 5.2b dargestellt, gilt diese inverse 
Beziehung, die zuvor bei Probenecid, Bumetanid, PAH und Mefrusid beobachtet 
wurde, auch für Furosemid, das mit seiner (im Vergleich mit den übrigen 
Substanzen) relativ geringen Affinität zum Anionentransporter (IC50: 40µmol/l) und 
niedrigen Lipophilie (log P: 1,6) eine relativ hohe Transportrate aufweist. 
 
 
5.3 Hydrochlorothiazid 
 
Abb. 5.3: Molekularstruktur von Hydrochlorothiazid 
 
Hydrochlorothiazid gehört zu der Gruppe der Thiazidiuretika, die chemisch gesehen 
heterozyklische Sulfonamidderivate darstellen. Die Substanzen dieser Gruppe 
hemmen einen elektroneutralen luminalen Na/Cl-Kotransporter im Anfangsteil des 
distalen Tubulus, der für die Na-Reabsorption verantwortlich ist (26). Neben der im 
Vordergrund stehenden natriuretischen Wirkung kommt es zu einer vermehrten 
Ausscheidung von Cl ¯, K+ und HCO3¯. Als Substanz mit aziden Eigenschaften 
(Sulfonamidgruppe) würde man erwarten, daß Hydrochlorothiazid über den 
organischen Anionenaustauscher ausgeschieden wird. In einer 
Mikroperfusionsstudie an Ratten konnte neben einer mittleren Affinität zum PAH-
Transporter auch eine geringe, um den Faktor 6-7 reduzierte Affinität zum 
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Kationentransporter und zum Sulfat/Oxalattransporter der basolateralen Membran 
beobachtet werden (70). 
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, daß Hydrochlorothiazid den 14C-Glutarat Efflux 
nicht signifikant stimuliert, also nicht als Substrat vom Anionentransporter akzeptiert 
wird. Die Elimination dieses Diuretikums scheint demnach durch einen anderen 
Ausscheidungsmechanismus zu erfolgen. Hierbei spricht für die Ausscheidung durch 
den Weg der glomerulären Filtration der folgende Grund: Die Proteinbindung von 
Hydrochlorothiazid ist im Vergleich zu anderen Diuretika mit 50-65% relativ gering 
(Furosemid: 98%, Piretanid: >90%, Torasemid: 99%, Etacrynsäure: 90%, Bumetanid: 
99%, Xipamid: 99%) (3). Hydrochlorothiazid liegt deshalb im Plasma in einem 
stärkeren Ausmaß in freier Form vor als andere Diuretika und kann somit leichter 
filtriert werden. Nach glomerulärer Filtration kann das Thiaziddiuretikum in das 
Tubuluslumen gelangen, um im distalen Tubulus von der luminalen Seite her seine 
diuretische Wirkung zu entfalten. 
 
5.4 Cimetidin 
 
Abb. 5.4: Molekulartsruktur von Cimetidin 
 
Als H2-(Histamin-) Rezeptorantagonist wird Cimetidin vielfach in der Therapie 
peptischer Ulcera eingesetzt. Es handelt sich um eine schwache organische Base 
(pK 6,8), die zum größten Teil (70%) über die Nieren ausgeschieden wird (28). Die 
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renale Clearance von Cimetidin erreicht Werte, die an Werte des renalen 
Plasmaflusses heranreicht (ca. 600ml/min) (60). Da es sich bei Cimetidin um ein 
organisches Kation handelt, liegt die Vermutung nah, daß es über den organischen 
Kationentransporter ausgeschieden wird. Viele Studien liefern Hinweise zu dieser 
Vermutung: Untersuchungen an isolierten proximalen Tubuluszellen der Ratte 
ergaben eine verminderte TEA-Aufnahme bei steigenden Cimetidin-Konzentrationen 
(4). An isolierten perfundierten Tubuli konnte gezeigt werden, daß Cimetidin und 
Procainamid, eine weitere organische Base, an einem gemeinsamen Transporter 
miteinander konkurrieren und daß die Sekretion von Cimetidin durch verschiedene 
organische Basen gehemmt wird (38). In einer anderen Studie, an isolierten nicht 
perfundierten Tubuli, konnte eine Inhibition der zellulären Aufnahme von Cimetidin an 
der basolateralen Membran durch verschiedene organische Kationen (Quinin, TEA) 
demonstriert werden (5). Auch in klinischen Studien am Menschen wurde beobachtet, 
daß die Applikation von Cimetidin eine Reduktion der renalen Clearance 
verschiedener organischer Basen (Ranitidin, Triamteren, Metformin, Procainamid, 
Amilorid) zur Folge hatte (15, 73, 41, 61, 74). 
Cimetidin interagiert jedoch nicht nur mit dem Transportsystem für organische 
Kationen, sondern scheint auch Einfluß auf das Transportsystem für organische 
Anionen zu haben. Mc Kinney beobachtete, daß die Sekretion von Cimetidin durch 
Probenecid, dem klassischen Inhibitor des organischen Anionentransporters, 
hemmbar ist (37). Desweiteren belegen verschiedene Studien an Ratten(55) und am 
Menschen(24), daß Probenecid die renale Elimination von Cimetidin verzögern kann. 
Diese Beobachtung wurde daraufhin von Brändle et al. an isolierten nicht 
perfundierten Tubuli des Kaninchens genauer untersucht (6). Dabei ergaben sich 
folgende Ergebnisse: Probenecid und Furosemid verminderten die intrazelluläre 
Konzentration von Cimetidin auf rund ein Drittel der Anfangskonzentration. Cimetidin 
reduzierte die PAH-Aufnahme um die Hälfte, wogegen N-Methylnicotinamid, ein 
weiteres organisches Kation, keinen Einluß auf die PAH-Aufnahme an der 
basolateralen Membran hatte. Braendle schloß daraus, daß Cimetidin, neben der 
Interaktion mit dem organischen Kationentransporter, auch eine niedrige Affinität 
zum organischen Anionentransporter besitzt, also die Merkmale eines Bisubstrates 
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aufweist. Ullrich et al. konnten diese Beobachtung durch Mikropunktionsstudien an 
Ratten bestätigen (70). Hierbei zeigte Cimetidin eine hohe Affinität sowohl zum 
organischen Kationentransporter als auch zum PAH-Transporter. Den genannten 
Studien ist gemeinsam, daß eine Interaktion von Cimetidin mit dem 
Anionentranporter beobachtet wurde. Keine dieser Studien konnte jedoch den 
Nachweis erbringen, daß Cimetidin tatsächlich transportiert wird. Auch die 
Ergebnisse dieser Studie liefern keinen Hinweis darauf, daß eine Translokation von 
Cimetidin durch den organischen Anionenaustauscher stattfindet. Da es sich bei 
Cimetidin um ein organisches Kation handelt, ist die Wahrscheinlichkeit größer, daß 
es über einen Ausscheidungsmechanismus speziell für Kationen sezerniert wird. 
Pritchard und andere Autoren gehen dagegen davon aus, daß die Aufnahme 
organischer Kationen an der basolateralen Membran durch erleichterte Diffusion, 
angetrieben durch das Membranpotential, erfolgt (44). 
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5.5  11-Deoxycorticosteron 
 
Abb. 5.5: Molekularstruktur von 11-Deoxycorticosteron 
 
11-Deoxycorticosteron gehört zu den Steroidhormonen und damit zu einer Gruppe 
nicht-ionisierbarer Substanzen. Der Grund hierfür liegt in der molekularen Struktur 
der Steroidhormone. Sie besitzen keine Seitengruppen, die in Wasser frei 
dissoziierbar sind. Deshalb wird angenommen, daß die Interaktion von 
Steroidhormonen mit Transportproteinen auf hydrophoben Wechselwirkungen, 
Coulomb-Kräften und/oder Wasserstoffbrückenbindungen beruht (67), und daß sie 
sowohl mit dem Anionentransporter, als auch mit dem Kationentransporter 
interagieren können (68). Solche Substanzen werden auch als Bisubstrate bezeichnet. 
Unter dem Aspekt eines Bisubstrates wurde 11-Deoxycorticosteron neben vielen 
anderen Steroidhormonen (Progestoron, 11-Deoxycortisol, Corticosteron, Cortisol, 
u.a.) von Ullrich et al. bezüglich der Affinität zum PAH- und zum TEA-Transporter mit 
Hilfe der unter 2.2.1. beschriebenen Stop-Flow-Technik untersucht (67). Dabei zeigte 
sich für 11-Deoxycorticosteron gegenüber anderen Steroidhormonen eine 
außergewöhnlich hohe Affinität zu beiden Transportproteinen. Die OH-Gruppe in 
Position 21 ist hierbei Voraussetzung für die Interaktion mit dem PAH-Transporter. 
Fehlt sie, wie z.B. bei Progestoron, so sinkt die Affinität zum Anionentransporter auf 
C=O
O
CH2OH
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einen nicht signifikanten Wert. Diese Studien können jedoch wiederum nur Hinweise 
zur Affinität eines Substrates zum Transportprotein und nicht zum tatsächlichen 
Transportvorgang liefern. 
In der vorliegenden Studie wurde dieser Transportvorgang von 11-Deoxy-
corticosteron am organischen Anionentransporter der Kaninchenniere näher 
untersucht und festgestellt, daß keine signifikante Translokation stattfindet. Die 
Ursache dieser Beobachtung liegt aller Wahrscheinlichkeit nach in dem Fehlen 
dissoziierbarer Seitengruppen. Die möglichen Wechselwirkungen von 11-Deoxy-
corticosteron zum Transporter durch Coulomb-Kräfte oder Wasserstoffbrücken-
bindungen scheinen zwar für eine Interaktion mit dem Anionentransporter 
auszureichen, nicht aber für den Transportvorgang. 
5.6 Taurocholat 
 
Abb. 5.6: Molekularstruktur von Taurocholat 
 
Taurocholat entsteht in der Leber durch Konjugation der primären Gallensäure 
Cholat und der Aminosäure Taurin und dient wie die übrigen Gallensäuren der 
Fettemulgierung und resorption im Ileum. Die Gallensäuren, deren Pool beim 
Menschen ca. 4 g beträgt, zirkulieren im enterohepatischen Kreislauf zwischen Leber 
und Darm sechs mal täglich. Nur ca. 0,5 g werden täglich mit dem Stuhl 
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ausgeschieden und durch Synthese in der Leber ersetzt. Bei einer Cholestase treten 
vermehrt Gallensäuren in den Blutkreislauf über und können durch die Nieren 
ausgeschieden werden. Chitranukroh (14) untersuchte diesen 
Exkretionsmechanismus an Ratten, deren Gallengang ligiert war. Dabei stellte er 
fest, daß neben der Gallensäuren-Elimination durch glomeruläre Filtration, ein Teil 
der Gallensäuren auch sezerniert werden, da die Exkretionsrate der untersuchten 
Gallensäuren in Anwesenheit von PAH und Probenecid reduziert war. In einer 
klinischen Studie an Patienten mit einer manifesten Cholestase konnte beobachtet 
werden, daß 14C-Glycocholat überwiegend glomerulär filtriert, während 3H-
Chenodeoxycholat-3-sulfat zum größten Teil tubulär sezerniert wird (16). Auch hier 
wurde die Clearance beider Gallensalze durch Probenecid, Etacrynsäure und 
Furosemid deutlich reduziert. Aufgrund dieses Befundes schloß man auf eine 
Ausscheidung der genannten Gallensäuren durch den organischen 
Anionenaustauscher. Darüber hinaus konnte beobachtet werden, daß die renale 
Clearance sulfatierter Gallensäuren stärker ausgeprägt war als die Clearance nicht-
sulfatierter Gallensäuren. Auch die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen auf 
eine Translokation von Taurocholat durch den organischen Anionenaustauscher hin. 
Die Stimulation des 14C-Glutarat-Effluxes durch Taurocholat beträgt rund 15% 
(grenzwertig signifikant). 
Betrachtet man die molekulare Struktur von Taurocholat (Abb.5.6), so erkennt man, 
daß Taurocholat nach den unter 2.3.2. aufgestellten Regeln die strukturellen 
Voraussetzungen für eine Translokation am Anionenaustauscher erfüllt. Es besitzt 
zwei negativen Partialladungen (am Carbonyl-O-Atom und am Sulfatrest) und die 
erforderliche hydrophobe Region (Steroidgerüst). Im ersten Eindruck erscheint das 
Steroidgerüst eher hydrophil, bedingt durch die drei Hydroxygruppen in Position C3, 
C7 und C12. Diese drei Gruppen weisen jedoch im dreidimensionalen Molekül in die 
gleiche Richtung. Für Gallensäuren ist diese Struktur erforderlich, um durch 
Mizellenbildung Nahrungslipide in Lösung zu bringen, damit sie resorbiert werden 
können. Das Steroidgerüst des Taurocholat besitzt folglich neben einer hydrophilen 
auch eine hydrophobe Region, die für die Interaktion mit dem Anionentransporter 
erforderlich ist (siehe 2.3.2). 
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6 Zusammenfassung 
Das tubuläre Sekretionssystem der Säugerniere übernimmt im Organismus die 
wichtige Funktion der Elimination organischer Anionen und Kationen. Diese 
geladenen Substanzen haben sehr unterschiedliche chemische Strukturen und 
Eigenschaften, teilweise sind sie toxisch und müssen aus diesem Grund schnell und 
effizient eliminiert werden. Eine wichtige Komponente dieses tubulären 
Sekretionssystems ist der organische Anionentransporter (OAT1) der basolateralen 
Membran, der sich durch seine extrem breite Substratspezifität auszeichnet. Diese 
Substratspezifität war Gegenstand vieler Studien der letzten Jahre. Dabei brachten in 
erster Linie Mikroperfusionsstudien an Ratten neue Erkenntnisse über die 
strukturellen und chemischen Eigenschaften, die ein Substrat erfüllen muß, um an 
den organischen Anionentransporter zu binden. Mit Hilfe dieser Methode konnte 
jedoch nur die Affinität eines Substrates zum Transportprotein untersucht werden. 
Ob die betreffende Substanz dagegen tatsächlich auch transportiert wurde, konnte 
durch diese Technik nicht geklärt werden. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Substratspezifität des organischen 
Anionentransporters an intakten Säugertubuli zu untersuchen. Dabei sollte für 
verschiedene Substanzen mit unterschiedlichen Affinitäten zum Anionentransporter 
geklärt werden, ob diese transportiert werden oder nicht. 
Die Versuche wurden an isolierten, nicht perfundierten S2-Segmenten des 
proximalen Tubulus der Kaninchenniere durchgeführt. Da das Tubuluslumen 
kollabiert war, konnten selektiv die Transportvorgänge an der basolateralen 
Membran untersucht werden. Die Tubuli wurden zunächst für mindestens zehn 
Minuten mit radioaktiv markiertem Glutarat vorbeladen, bis ein Zustand der Sättigung 
erreicht war. Im Anschluß wurden sie mit verschiedenen Testsubstanzen inkubiert 
und der 14C-Glutarat-Efflux gemessen. Da der Transport der Testsubstanzen in die 
Zelle direkt an den Transport des Glutarates aus der Zelle gekoppelt ist, konnte 
durch Messung des Glutarateffluxes ermittelt werden, in welchem Maße eine 
Testsubstanz transportiert wird. 
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Es wurden folgende Ergebnisse ermittelt: 
 
 
1. Bei der Referenzsubstanz PAH und dem Schleifendiuretikum Furosemid wurde 
eine signifikante Stimulation des Glutarateffluxes beobachtet. Diese Stimulation 
ist am wahrscheinlichsten auf eine Translokation der beiden Testsubstanzen 
durch den organischen Anionentransporter zurückzuführen. 
 
2. Bei den Substanzen Hydrochlorothiazid, Cimetidin und 11-Deoxycorticosteron 
zeigte sich keine signifikante Stimulation des Glutarateffluxes. Es ist deshalb 
anzunehmen, daß diese Substanzen durch einen anderen als durch den hier 
untersuchten Anionentransporter sezerniert werden. 
 
3. Auch bei Taurocholat konnte eine geringe (grenzwertig signifikante) Stimulation 
des Glutarateffluxes gemessen werden. Aus dieser Beobachtung wird 
geschlossen, daß Taurocholat in hohen Plasmakonzentrationen, wie sie bei einer 
Cholestase auftreten, als organisches Anion durch den organischen 
Anionentransporter ausgeschieden wird. 
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Abstract 
The renal basolateral transport system is an efficient system for secretion of a wide 
range of different drugs. One important part of this system is the organic anion 
transport system (OATS1), which is known for its wide range of substrate-specifity. 
Previous studies could demonstrate the interaction of a variety of substrates with 
OATS1, but could not demonstrate the translocation of those substrates into the 
tubular cell. Therefore, in the present study, the basolateral transport rate of different 
substrates (p-aminohippurate (PAH), furosemide, hydrochlorothiazide (HCT), 
cimetidine, 11-deoxycorticosteron and taurocholate) was determined on non-
perfused proximal S2-Segments, microdissected from rabbit kidneys without use of 
enzymatic agents. To measure the transport rate, we took advantage of the finding, 
that OATS1 acts as a counter-transporter, which exchanges PAH (the classical 
substrate for this transport system) and other drugs with dicarboxylates (glutarate or 
α-ketoglutarate). Hence, the stimulatory effect of a drug on the 14C-glutarate efflux-
rate of 14C-glutarate preloaded S2-segments is a measure of its translocation across 
the basolateral cell membrane. The results revealed, that the proximal S2-segments 
markedly accumulated 14C-glutarate: After a 20 min incubation period, the cell to bath 
14C-glutarate concentration ratio amounted to 133,86±12,2 (n=11). 14C-glutarate 
efflux in a 14C-glutarate free medium was linear within the first 60 sec. The efflux rate 
of 14C-glutarate was determined in presence of the investigated drugs by comparing 
the accumulation ratio in the tubular cells in presence of the drug and with control 
conditions. 
 
Findings: 
 
• In presence of PAH (1000 µmol) and furosemide (400 µmol), a significantly 
(p=0,032 and p=0.0838) efflux-rate of 14C-glutarate could be demonstrated: The 
accumulation rate of 14C-glutarate decreased in presence of PAH to 96±20,2 from 
133,86±12,2 with control conditions. The accumulation rate decreased in the 
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presence of furosemide to 83,14±6,13 from 99,49±7,06 with control conditions. 
These findings indicate, that PAH and furosemide are transported by the renal 
basolateral transport system for organic anions. 
 
• Hydrochlorothiazid (1400 µmol), Cimetidine (98 µmol) and 11-Deoxycorticosteron 
(70 µmol) did not stimulate the 14C-glutarate efflux: The accumulation rate did not 
significantly change in presence of HCT (114,79±8,3 compared to 120,4±9,6 in 
control conditions), cimetidine (151,6±14,56 compared to 157,21±13,79 in control 
conditions) and 11-deoxycorticosteron (144,80±19,71 compared to 141,13±13,06 
in control conditions). It is concluded, that HCT, cimetidine and 11-
deoxycorticosteron are not translocated by the renal basolateral transport system 
for organic anions. 
 
• Taurocholate (1000 µmol) stimulated the efflux of 14C-glutarate: The accumulation 
rate changed from 122,3±13,2 in control conditions to 104,0±12,6 with 
taurocholate. These results indicate, that taurocholate is transported by OATS1. 
 
 73 
Abkürzungsverzeichnis 
BBM   Brush-Border Membrane (Bürstensaummembran) 
BLM   Basolaterale Membran 
MPP   N-methyl-phenylpyridinium 
NMN   N-Methylnicotinamid 
OAT   Organischer Anionentransporter 
OCT   Organischer Kationentransporter 
PAH   Paraaminohippursäure 
PKA   Proteinkinase A 
PKC   Proteinkinase C 
T/M-Ratio  Tissue to Medium Ratio 
TEA   Tetraethylammonium 
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